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Description 

[0001] La presente invention concerne de nouvelles 
compositions et methodes pour la detection d'evene- 
ments pathologiques. Elle concerne plus particuliere- 
ment des compositions et methodes de detection d'eve- 
nements pathologiques a distance. L'invention concer- 
ne egalement des outils, kits et compositions pour la mi- 
se en oeuvre de telles methodes, ainsi que leurs utilisa- 
tions dans le domaine de la sante humaine ou animale, 
ou en recherche experimental par exemple. 
[0002] Avec le vieillissement de la population dans les 
pays industrialises, apparaissent de nouveaux besoins 
en matiere de diagnostic. Les maladies telles que les 
cancers, les maladies neurodegeneratives seraient 
mieux prises en charge pour le benefice des patients et 
de la societe si Ton disposait de diagnostics predictifs 
de I'apparition et de revolution de la pathologie. 
[0003] L'experience montre que plus le diagnostic est 
pose precocement plus les chances de controler revo- 
lution probable de la maladie sont grandes. C'est le cas, 
tres clairement des cancers. Les campagnes de detec- 
tion precoce des cancers du sein par mammographie 
systematique ont permis d'ameliorer I'esperance de sur- 
vie a ces cancers. De meme, on peut supputer qu'une 
prise en compte precoce des patients developpant une 
maladie d'Alzheimer permettrait de ralentir significative- 
ment son evolution. 

[0004] Ces maladies, telles les cancers et maladies 
neurodegeneratives, ont une incidence qui augmente 
fortement avec I'age de la population. II est probable que 
ces maladies prennent des annees avant de s'installer 
et de pouvoir etre d6tectees. II ressort par exemple que 
1'accumulation d'alterations successives au niveau du 
genome humain est requise pour aboutir a I'initiation de 
cancers. De meme des etudes genetiques realisees 
dans des populations choisies presentant une incidence 
forte de maladie d'Alzheimer, associees a des experien- 
ces de genetique chez ranimal, soulignent egalement 
le caractere multifactoriel de I'initiation de cette patho- 
logie. 

[0005] Ces pathologies liees au vieillissement pre- 
sented des caracteristiques communes, telles que : 

des alterations cellulaires survenant a la suite de 
desequilibres de I'environnement des tissus incri- 
mines lies a des agressions physiques, chimiques 
ou biologiques ; 

la contribution des cellules du systeme immunitaire. 

[0006] Si les alterations des tissus incrimines ne sont 
preferentiellement identifies qu'a la suite de biopsies, 
il se pourrait que des alterations des cellules immunitai- 
res, reflet d'un developpement pathologique en cours, 
puissent etre detectees a distance des foyers de deve- 
loppement de ces pathologies, puisque la plupart des 
cellules du systeme immunitaire evoluent entre les tis- 
sus et le compartiment sanguin ou les ganglions lym- 



phatiques. 

[0007] Les cellules lymphocytaires et les macropha- 
ges sont les principaux mediateurs de la reponse immu- 
nitaire cellulaire. Lymphocytes et macrophages sont 
5 presents dans les tissus ainsi que dans le sang. Ce sont 
ces cellules qui entrent les premiers en contact avec les 
tissus etrangers a I'organisme. Ces cellules macropha- 
giques degradent les tissus et substances incrimines. 
Les peptides issus des proteines degradees sont ensui- 
te fixes par des molecules du systeme majeur d'histo- 
compatibiiite de classe II qui les amenent a la surface 
du macrophage ou ces complexes sont reconnus par 
les lymphocytes T. D'autres systemes de presentation 
de peptides et d'activation des reponses immunitaires 
existent et ont ete decrits notamment dans le cas du de- 
veloppement de cancers. 

[0008] Aujourd'hui les diagnostics de ce type de ma- 
ladies sont faits alors que la pathologie est installee. 
Pour ce qui est des cancers, par exemple, le diagnostic 
est pose a partir d'une imagerie medicale et d'un dia- 
gnostic morphologique des tissus obtenus a la suite de 
biopsies. Pour une pathologie comme la maladie 
d'Alzheimer c'est un faisceau d'observations medicales 
qui permet de poser le diagnostic. 
[0009] II existe done un reel besoin de disposer 
d'outils et de methodes permettant de depister de ma- 
niere precoce, simple et fiable I'apparition de patholo- 
gies, notamment de pathologies liees a un dereglement 
des mecanismes de regulation des voies de signalisa- 
tion cellulaire, en particulier des pathologies caracteri- 
sees par une hyper-proliferation cellulaire (cancer, de- 
g6nerescence nerveuse, stenose, etc). 
[001 0] L'introduction des techniques issues de la bio- 
logie moleculaire, associee a la bio-informatique, a per- 
mis de concevoir des librairies (ou banques) de frag- 
ments d'ADN caracterisant un etat pathologique donne, 
permettant de determiner a partir d'un echantillon tres 
petit d'un tissu quelconque, la presence ou ('absence de 
references pathologiques. 

[0011] La presente invention decrit a present une 
nouvelle approche pour la detection de pathologies in 
vitro. Plus particulierement, la presente invention decrit 
de nouvelles methodes et compositions pour la detec- 
tion d'evenements pathologiques, notamment de signa- 
tures genetiques pathologiques. L'invention decrit en 
outre des methodes et compositions utilisables pour la 
detection a distance d'evenements pathologiques, 
e'est-a-dire sur des materiels biologiques distincts des 
tissus pathologiques. Les compositions et methodes de 
l'invention offrent a present aux cliniciens, biologistes et 
industries de nouvelles solutions pour le diagnostic in 
vitro, fond6es sur des methodes directes, rapides, sen- 
sibles et economiques, et automatisabies. 
[0012] Plus particulierement, la presente invention re- 
pose notamment sur la mise en evidence qu'il est pos- 
sible de determiner, a partir d'echantillons biologiques 
comprenant des cellules circulantes, la presence ou le 
risque de developpement d'une pathologie. Plus parti- 
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culierement, l'invention repose sur la mise en evidence 
qu'il est possible de detecter dans un echantillon biolo- 
gique comprenant des cellules sanguines, I'existence 
d'une pathologie, y compris a des stades tres precoces 
d'initiation ou de developpement, auxquels tout autre 
diagnostic existant serait inefficace. 
[001 3] Un premier objet de I'invention reside plus par- 
ticulierement dans un procede de detection in vitro de 
la presence d'une pathologie chez un sujet, selon la re- 
vend ication 1. 

[0014] Plus preferentiellement, le procede de I'inven- 
tion comprend la determination de la presence, dans 
I'echantillon, de cellules sanguines presentant des alte- 
rations de I'expression genetique caracteristiques de la 
presence de la pathologie. 

[0015] Ainsi, la presente invention repose d'une part 
sur I'utilisation de cellules sanguines pour la realisation 
d'un test a distance de la presence d'un evenement pa- 
thologique et, d'autre part, sur I'utilisation de technolo- 
gies genomiques permettant de detecter des alterations 
de I'expression (en particulier de la transcription) du ge- 
nome dans ces cellules. 

[0016] Selon une variante particuliere, la presente in- 
vention comprend done plus preferentiellement la de- 
termination de la presence, dans un echantillon biologi- 
que, de cellules sanguines presentant des alterations 
transcriptionnelles et/ou post-transcriptionnelles de 
('expression genetique, caracteristiques de la presence 
d'une pathologie. 

[001 7] L'invention reside en la demonstration qu'il est 
possible de detecter une pathologie en cours de forma- 
tion a partir de signatures genomiques identifies dans 
les cellules sanguines, les foyers embryonnaires patho- 
logiques pouvant exister dans des tissus nerveux com- 
me le cerveau ou la moelle epiniere (sites de maladies 
neurodegeneratives) ou dans tout autre tissu par exem- 
ple a I'origine d'un cancer (sein, poumon, prostate, foie, 
tissu osseux etc.). 

[0018] L'invention demontre d'une maniere inatten- 
due qu'il existe au niveau des cellules sanguines (pre- 
ferentiellement des cellules nucleees. telles que lym- 
phocytes, macrophages, monocytes, cellules dendriti- 
ques, etc.) des alterations transcriptionnelles et post- 
transcriptionnelles de I'expression genetique a la suite 
d'interaction(s) directe(s) ou indirecte(s) avec les cellu- 
les en cours d'initiation pathologique. 
[0019] Plus particulierement, l'invention demontre 
d'une maniere inattendue qu'il existe au niveau des cel- 
lules sanguines (preferentiellement des cellules nu- 
cleees, lymphocytes, macrophages, monocytes, cellu- 
les dendritiques, etc.) des alterations de la transcription 
qualitatives des genes a la suite d'lnteraction(s) directe 
(s) ou indirecte(s) avec les cellules en cours d'initiation 
pathologique. 

[0020] Plus particulierement, dans un mode de mise 
en oeuvre de l'invention, la banque utilisee comprend 
en outre des acides nucleiques specifiques de genes 
dont le niveau d'expression est modifie dans une cellule 



sanguine provenant d'un organisme presentant une si- 
tuation pathologique. 

[0021] L'invention est basee notamment sur une me- 
thode originale, I'analyse qualitative des differences 
5 liees a la presence d'insertions ou de de!6tions (epissa- 
ges alternatifs) dans des regions essentielles pour la 
fonction des produits des genes. Ces insertions et de- 
letions sont precisement regulees et sont caracteristi- 
ques des etats physiologiques et physiopathologiques 
(notamment proliferatifs et differencies) des cellules de 
I'organisme. Ce niveau de regulation est affecte au 
cours de I'initiation, du maintien et du developpement 
d'un grand nombre de pathologies. Dans un mode pre- 
fere, l'invention reside done aussi dans I'application 
d'une technologie genomique destinee a analyser sys- 
tematiquement ces deregulations a la mise au point de 
diagnostics predictifs. L'invention permet ainsi d'identi- 
fier les genes deregules dans des cellules circulates 
lors d'evenements pathologiques, et d'utiliser ces eve- 
nements genetiques qualitatifs dans des tests diagnos- 
tiques, predictifs ou de detection d'evenements patho- 
logiques, qui conthbuent a la mattrise globale des de- 
penses de sante. 

[0022] Dans la perspective d'identifier des marqueurs 
d'expression genetique specifiquement presents dans 
les cellules sanguines d'un organisme presentant une 
pathologie, par exemple a un stade trop precoce pour 
pouvoir etre diagnostique par examens cliniques ou 
tests diagnostics classiques, la presente invention pro- 
pose avantageusement d'identifier des alterations post- 
transcriptionnelles. En effet ces alterations sont princi- 
palement la consequence de la modification de la regu- 
lation d'une etape-clef de I'expression genique : I'epis- 
sage. Les variations d'epissage modifient de facon qua- 
litative les ARN en incluant ou en excluant de ceux-ci 
des exons ou introns dont la presence ou I'absence liee 
a une situation physiopathologique donnee peut fournir 
la base pour un diagnostic. Ce diagnostic peut etre base 
sur I'utilisation de PCR ou d'hybridations qui permettent 
de detecter specifiquement la sequence epissee de fa- 
con differentielle entre les deux situations. Souvent les 
variations d'epissage, par utilisation d'exon(s) alternatif 
(s) ou par retention d'intron(s) dans un ARN messager 
affectent la sequence de la proteine correspondante. 
Ces differences dans I'enchainement d'acides amines 
permettent d'envisager un diagnostic base sur I'utilisa- 
tion d'anticorps qui reconnaissent specifiquement la se- 
quence proteique alternative. 

[0023] Comme indique ci-avant, le procede de l'in- 
vention repose notamment sur I'utilisation de cellules 
circulantes comme materiel biologique. Plus particulie- 
rement, il s'agit de cellules sanguines, et de preference 
de cellules nucleees. On peut citer notamment les lym- 
phocytes, macrophages, monocytes, cellules dendriti- 
ques, etc. Ces cellules peuvent etre prelevees chez un 
sujet partoute technique connue de I'homme du metier, 
cytapherese, gradients Ficoll, preparation de cellules 
mononucleees du sang peripherique, etc. Pour la mise 
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en oeuvre de la presente invention, les differentes po- 
pulations de cellules sanguines peuvent etre separees 
les unes des autres, pour n'utiliser qu'un type particulier, 
presentant une signature genomique specifique. Toute- 
fois, le test de I'invention peut egalement etre realise sur 
un echantillon biologique comprenant de cellules san- 
guines non separees. Par ailleurs, les cellules circulan- 
tes peuvent egalement etre (ou comprendre) des cellu- 
les tumorales, detachees du tissu pathologique, par 
exemple dans le cas de processus de metastases. Les 
acides nucleiques peuvent etre prepares de l'6chan- 
tillon selon toute technique connue de I'homme du me- 
tier (lyse cellulaire, extraction, isolementdes ARN, etc.). 
En outre, ces acides nucleiques sont preferential erne nt 
traites prealablement a I'etape d'hybridation, par exem- 
ple pour produire de ADNc, pour amplifier ces acides 
nucleiques, pour les marquer, etc. A cet egard, le mar- 
quage peut etre par exemple radioactif, enzymatique, 
fluorescent, colorimetrique, ou de toute autre nature. Ty- 
piquement, le procede de I'invention comprend le pre- 
levement d'un echantillon biologique sanguin, le traite- 
ment des cellules sanguines pour liberer les acides nu- 
cleiques, ['amplification des acides nucleiques (et, le 
cas echeant, leur transcription inverse), le marquage 
des acides nucleiques et leur hybridation sur la ou les 
banques. 

[0024] Le procede de I'invention peut etre utilise pour 
detecter la presence d'une pathologie (ou d'un evene- 
ment pathologique), c'est-a-dire I'existence de mecanis- 
mes cellulaires caracteristiques d'une situation d'initia- 
tion ou de developpement d'une pathologie, meme si 
les symptomes cliniques ne sont pas encore apparents. 
Le procede de I'invention peut a cet egard permettre 
egalement la detection in vitro du stade devolution 
d'une pathologie chez un sujet. Ainsi, les signatures ge- 
netiques des cellules evoluent en fonction du stade 
d'avancement de la pathologie, et il est possible de de- 
tecter, grace a des banques specifiques, revolution 
d'une pathologie. D'autre part, le procede de I'invention 
permet aussi de detecter in vitro la localisation d'une pa- 
thologie chez un sujet, c'est-a-dire par exemple I'origine 
tissulaire du foyer pathologique. 
[0025] Comme indique ci-avant, le procede de I'in- 
vention peut etre mis en oeuvre pour detecter differents 
types de pathologies, notamment des pathologies as- 
sociees a des deregulations des voies de signalisations 
cellulaires. II peut s'agir de pathologies liees au vieillis- 
sement, comme par exemple les maladies neurodege- 
neratives, ou de toute autre pathologie impliquant no- 
tamment une proliferation cellulaire anormale (cancer, 
stenose, etc.). 

[0026] Selon un mode particulier, I'invention concerne 
un procede tel que defini ci-avant pour la detection in 
vitro de la presence, du stade devolution et/ou de la lo- 
calisation d'une pathologie neurodegenerative. 
[0027] Selon un autre mode particulier, I'invention 
concerne un procede tel que defini ci-avant pour la de- 
tection in vitro de la presence, du stade devolution et/ 



ou de la localisation d'une pathologie cancereuse. II 
peut s'agir de cancers varies, comme par exemple de 
tumeurs solides (hepatiques, pulmonaire, tete et cou, 
melanome, foie, vessie, sein, etc.). 

5 [0028] L'invention decrit egalement un procede de 
detection in vitro de cellules sanguines caracteristiques 
d'un etat pathologique, comprenant le prelevement d'un 
echantillon de cellules sanguines chez un sujet et la de- 
termination de la presence, dans cet echantillon, de cel- 

10 lules sanguines presentant un profil genetique caracte- 
ristique d'une pathologie. 

[0029] Comme decrit ci-avant, I'invention repose en 
partie sur la constitution et I'utilisation de banques d'aci- 
des nucleiques caracteristiques d'un etat pathologique. 

15 Dans un premier mode de realisation, il s'agit de ban- 
ques (ou de preparations) d'acides nucleiques, compre- 
nant des acides nucleiques specifiques de genes dont 
le niveau d'expression est modifie dans une cellule san- 
guine provenant d'un organisme dans une situation pa- 

20 thologique. 

[0030] Selon un autre mode de realisation, il s'agit de 
banques (ou de preparations) d'acides nucleiques com- 
prenant des acides nucleiques specifiques de formes 
d'epissages de genes, caracteristiques d'une cellule 

25 sanguine provenant d'un organisme dans une situation 
pathologique. 

[0031] Les preparations et banques de I'invention 
peuvent etre deposees sur des supports, affinees et me- 
langees, comme il sera decrit plus en details dans la 

30 suite du texte. 

[0032] L'invention decrit encore des methodes pour 
la preparation de telles banques. En particulier, ces me- 
thodes comprennent (i) I'obtention d'une premiere pre- 
paration d'acides nucleiques a partir d'une cellule san- 

35 guine isolee d'un organisme presentant une pathologie 
neurodegenerative ou une tumeur solide, (ii) I'obtention 
d'une preparation d'acides nucleiques de reference a 
partir d'une cellule sanguine isolee d'un organisme ne 
presentant pas ladite pathologie, (iii) une etape d'hybri- 

40 dation entre ladite premiere preparation et la prepara- 
tion de reference, et (iv) la recuperation, a partir des hy- 
brides formes, de clones d'acides nucleiques specifi- 
ques de formes d'epissages de genes caracteristiques 
de la cellule sanguine provenant de I'organisme en si- 

45 tuation de pathologie. 

[0033] L'invention decrit egalement des precedes de 
preparation de banques d'acides nucleiques caracteris- 
tiques du stade devolution d'une pathologie, compre- 
nant (i) I'obtention d'une premiere preparation d'acides 

so nucleiques a partir d'une cellule sanguine isolee d'un or- 
ganisme presentant une pathologie neurodegenerative 
ou une tumeur solide a un stade devolution determine, 
(ii) I'obtention d'une preparation d'acides nucleiques de 
reference a partir d'une cellule sanguine isolee d'un or- 

55 ganisme presentant ladite pathologie a un stade devo- 
lution different, (iii) une etape d'hybridation entre ladite 
premiere preparation et la preparation de reference, et 
(iv) la recuperation, a partir des hybhdes formes, de clo- 



4 



7 



EP 1 198 595 B1 



8 



nes d'acides nucleiques specifiques de formes d'epis- 
sages de genes caracteristiques de la cellule sanguine 
provenant de I'organisme au stade d'evolution determi- 
ne de la pathologie. 

[0034] Comme il sera explique en details plus loin, 
I'etape de recuperation des clones peut comprendre soit 
la recuperation des clones d'acides nucleiques non hy- 
brides, soit la recuperation, a partir des hybrides formes, 
de clones d'acides nucleiques specifiques de formes 
d'epissages de genes. 

[0035] L'invention concerne egalement tout kit utilisa- 
ble pour la mise en oeuvre d'un procede tel que decrit 
ci-avant comprenant une banque d'acides nucleiques 
comprenant des acides nucleiques specifiques d'altera- 
tions d'expression genetique caracteristiques de cellu- 
les sanguines d'un organisme en situation pathologi- 
que. 

Identification de marqueurs specifiques des modi- 
fications transcriptionnelles et post-transcription- 
nelles 

[0036] Comme indique ci-avant, l'invention decrit des 
precedes de preparation de banques d'acides nuclei- 
ques caracteristiques du stade d'evolution d'une patho- 
logie, comprenant (i) I'obtention d'une premiere prepa- 
ration d'acides nucleiques £ partir d'une cellule sangui- 
ne isolee d'un organisme presentant une pathologie a 
un stade d'evolution determine, (ii) I'obtention d'une pre- 
paration d'acides nucleiques de reference £ partir d'une 
cellule sanguine isolee d'un organisme presentant ladi- 
te pathologie a un stade d'evolution different, (iii) une 
etape d'hybridation entre ladite premiere preparation et 
la preparation de reference, et (iv) la recuperation des 
acides nucleiques caracteristiques de la cellule sangui- 
ne provenant de I'organisme au stade d'evolution deter- 
mine de la pathologie. 

[0037] Les methodes de l'invention comprennent plus 
particulierement la constitution de clones et de banques 
d'acides nucleiques a partir d'ARN(s) extraits de diffe- 
rentes pathologies, & differents stades de leur progres- 
sion, et obtenues aussi bien d partir de tissus patholo- 
giques que des cellules sanguines dont {'expression ge- 
netique a ete affectee par ces tissus. L'obtention de ces 
clones et de ces banques se fait avantageusement par 
des techniques d'analyses differentielles de I'expres- 
sion genetique. Les signatures differentielles obtenues 
sont done specifiques de differences entre tissu malade 
et tissu sain d'une part et cellules sanguines de malade 
et cellules sanguines de temoin sain d'autre part. Ces 
signatures peuvent done etre exprimees preference II e- 
ment soit dans les echantillons pathologiques soit dans 
les echantillons controles. 

[0038] Les populations d'acides nucleiques servant a 
I'obtention de clones ou d la constitution de banques 
sont par exemple des ARN (totaux ou messagers) des 
cellules extraits d'une situation pathologique et des 
ARN (totaux ou messagers) correspondent a une situa- 



tion controle, ou des acides nucleiques derives des ces 
ARN totaux ou messagers (par transcription inverse, 
amplification, clonage dans des vecteurs, etc.). Ces aci- 
des nucleiques peuvent etre prepares selon les techni- 
5 ques connues de I'homme du metier. Brievement, ces 
techniques comprennent generalement une lyse des 
cellules, tissu ou echantillon, et I'isolement des ARNs 
par des techniques d'extraction. II peut s'agir en parti- 
culierd'un traitement au moyen d'agents chaotropiques 
tels que le thiocyanate de guanidium (qui detruit les cel- 
lules et protege les ARN) suivi d'une extraction des ARN 
au moyen de solvants (phenol, chloroforme par exem- 
ple). De telles methodes sont bien connues de I'homme 
du metier (voir Maniatis et al., Chomczynski et al., Anal. 
Biochem. 162 (1987) 156), et peuvent etre aisement 
pratiquees en utilisant des kits disponibles dans le com- 
merce tels que par exemple le kit US73750 (Amersham) 
pour les ARN totaux. II n'est pas necessaire que les ARN 
utilises soient parfaitement purs, et notamment il n'est 
pas genant que des traces d'ADN genomique ou 
d'autres composants cellulaires (proteine, etc.) subsis- 
ted dans les preparations, des lors qu'ils n'affectent pas 
significativement la stabilite des ARNs. En outre, de ma- 
niere facultative, il est possible d'utiliser non pas des 
preparations d'ARN totaux mais des preparations 
d'ARN messagers. Ceux-ci peuvent etre isoles, soit di- 
rectement a partir de I'echantillon biologique soit a partir 
des ARN totaux, au moyen de sequences polyT, selon 
les methodes classiques. L'obtention d'ARN messagers 
peut a cet egard §tre realisee au moyen de kits com- 
merciaux tels que par exemple le kit US72700 (Amers- 
ham). Les ARN peuvent egalement etre obtenus direc- 
tement a partir de banques ou autres echantillons pre- 
pares & I'avance et/ ou accessibles dans des collec- 
tions, conserves dans des conditions appropriees. 
[0039] L'hybridation peut etre realisee dans differen- 
tes conditions, qui peuvent etre ajust6es par I'homme 
du metier. De pr6ference, on utilise pour l'hybridation un 
exces de la population d'acides nucleiques derives de 
la situation de deregulation par rapport a la population 
d'acides nucleiques derives de la situation de controle. 
[0040] A partir du produit de la reaction d'hybridation, 
deux types principaux d'approches peuvent etre utilises 
pour isoler les clones caracteristiques de deregulations 
(pathologiques) selon l'invention. La premiere, pure- 
ment quantitative, permet de generer une preparation 
d'acides nucleiques regroupant I'ensemble (ou une part 
significative) des clones resultant d'une difference de ni- 
veau d'expression entre les deux situations. De tels clo- 
nes (et banques) sont obtenus selon les techniques 
connues d'hybridation soustractive, consistant essen- 
tiellement a. eliminer les hybrides formes lors de I'etape 
d'hybridation, pour ne conserver que les clones non hy- 
brides, caracteristiques de la situation de deregulation 
par rapport d la situation de controle choisie. 
[0041] Dans un mode prefere de mise en oeuvre, on 
utilise cependant un procede qualitatif, qui permet de 
generer une preparation d'acides nucleiques regrou- 
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pant I'ensemble (ou une partie importante) des clones 
resultant d'alterations genetiques fonctionnelles carac- 
teristiques de la situation de deregulation par rapport a 
la situation de controle choisie. Plus particulierement, 
une telle banque qualitative comprend non pas I'ensem- 
ble des clones dont ('expression est modifiee, mais par 
exemple les clones correspondent a des epissages ou 
a des deletions differentielles entre les deux situations. 
Compte tenu du role des epissages alternatifs dans les 
voies de regulation et de transformation cellulaires, de 
telles preparations (et banques) comportent avantageu- 
sement des clones ayant une valeur fonctionnelle im- 
portante, et done susceptibles de refleter des modifica- 
tions genetiques impliquees dans la situation de dere- 
gulation. De tels clones permettent done de constituer 
des banques plus predictives et de generer des mar- 
queurs genetiques plus representatifs. 
La constitution de telles banques qualitatives peut etre 
realisee par isolement, a partir des hybrides formes lors 
de I'etape d'hybridation, des regions d'acides nuclei- 
ques correspondant a des epissages differentiels ou a 
des deletions. Selon les methodes employees, ces re- 
gions correspondent soit aux regions non appariees, 
soit aux regions appariees. 

[0042] Ces deux approches sont decrites plus en de- 
tails dans ce qui suit. 

Production et utilisation de banques differentielles 
quantitatives 

[0043] Dans un premier mode de mise en oeuvre, on 
utilise done dans la presente invention une banque dif- 
ferentielle quantitative, e'est a dire une banque compre- 
nant des clones d'acides nucleiques correspondant a 
des genes dont le niveau d'expression est modifie dans 
des cellules en situation pathologique par rapport a une 
situation controle. De telles banques peuvent §tre is- 
sues par exemple d'analyses differentielles quantitati- 
ves, et regrouper les sequences dont I'expresston est 
augmentee ou diminuee lors de phenomenes de dere- 
gulation cellulaire. Les methodologies pouretablirce ty- 
pe de banque sont connues de I'homme de metier et 
peuvent etre regroupees dans les categories 
suivantes : 

Soustraction electronique a partir de Sequencage a 
Haut Flux 

[0044] Ce procede est base sur le s6quencage alea- 
toire d'un certain nombre de cDNAs. Un moteur de re- 
cherche informatique peut ensuite etre utilise pour ef- 
fectuer une soustraction entre deux situations analy- 
sees. 

« Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) » 

[0045] Ce procede est base sur la reconnaissance 
d'une signature associee a chaque cDNA en utilisant 



des enzymes de restriction et des oligonucleotides 
adaptateurs. Cette etiquette correspond a une partie de 
la sequence du cDNA (longue de 10 nucleotides afin 
d'identifier de facon non ambigue le cDNA correspon- 
s dant). Ces etiquettes sont ensuite assemblies pour etre 
sequencees puis analysees (Velculescu et coll., Scien- 
ce, 1995, 270 :484-487). Cette approche represente 
done un raccourci vis-a-vis du sequencage systemati- 
que. 

« Nucleic Acid Arrays » 

[0046] Cette methode repose sur le depot d'acides 
nucleiques (oligonucleotides, fragments PCR, cDNAs) 
sur supports solides (membranes, plaques de verre, 
bio-puces) a plus ou moins haute densite. Des sondes 
provenantd'ARN messagersd'echantillons sains ou pa- 
thologiques sont ensuite utilisees pour hybridation afin 
d' identifier les messagers qui sont ou bien sur-exprimes 
ou bien reprimes. 

« Differential Display » 

[0047] Cette technique utilise une amorce oligo-dT et 
des amorces aleatoires pour realiser des reactions PCR 
sur des populations d' ADNc. Les produits de PCR sont 
alors compares sur des gels tres resolutifs. Les frag- 
ments exprimes de facon differentielle sont ensuite iso- 
les et leur presence est confirmee par Northern-blots 
avant sequencage. 

Plusieurs variantes de cette technologie ont ete deve- 
loppees (Prashar et Weissman, PNAS, 1996, 93: 
659-663). Ces variantes different par leur amorces et 
par le choix des enzymes de restriction et des adapta- 
teurs utilises. Comme la technologie SAGE, elles 
s'adressent aux extremites 3' des cDNAs. Plusieurs kits 
sont egalement disponibles sur le marche afin de rendre 
accessible cette approche. 

Clonage par soustraction 

[0048] Cette technique est basee sur Telimination de 
cDNAs communs a deux echantillons que Ton desire 
comparer. Ainsi, differents kits de soustraction dans les- 
quels le cDNA 'tester 1 est hybride a un exces de cDNA 
'driver 1 sont proposes (Clontech). Le produit final est 
constitue d'un pool de fragments amplifies par PCR de- 
rive des cDNAs exprimes de facon differentielle, qui 
peut etre clone dans un vecteur approprie pour analyse 
ulterieure. La technologie RDA (Representational Diffe- 
rence Analysis) est egalement basee sur ce principe de 
soustraction (Lisitsyn et coll., Science, 1993, 259: 
946-951). 

[0049] La mise en oeuvre de ces techniques d'analy- 
ses differentielles permet done de generer des clones 
et des banques quantitatifs, e'est-a-dire regroupant I'en- 
semble des sequences dont ('expression est augmen- 
tee ou diminuee lors de phenomenes de deregulation 
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(s) cellulaire(s) impliques dans des pathologiques. 

Production et utilisation de banques qualitatives 
differentielies 

[0050] Dans un autre mode de mise en oeuvre, on uti- 
lise avantageusement dans la presente invention une 
banque differentielle qualitative, c'est a dire une banque 
comprenant des clones d'acides nucleiques dont une 
partie au moins de la sequence correspond a la sequen- 
ce de genes episses differentiellement entre des cellu- 
les correspondant a une situation pathologique et une 
situation controle. Ce type de banque regroupe done les 
sequences epissees de maniere differentielle lors de 
processus de deregulation pathologique. 
[0051] ^utilisation de ce type de banque est particu- 
lierement avantageuse. En effet, les differentes votes 
de signalisation qui sont alterees dans nombre de pa- 
thologies, comme les cancers et les maladies neurode- 
generatives par exemple, impliquent des genes et done 
des ARNm dont I'expression est regulee par epissage 
alternatif. De plus, un nombre croissant d'exemples 
fournis par la litterature montre que des formes d'ARN 
specifiquement observees en pathologie sont le resultat 
d'une alteration de I'epissage. En relation avec I'origina- 
lite de invention, il faut souligner aussi que I'etat d'ac- 
tivation des differents types cellulaires qui participent a 
la reponse immunitaire est regule par des cascades de 
signalisation dont les acteurs sont reguies par epissage. 
[0052] Ainsi, la demence Alzheimer, la maladie de 
Huntington, la maladie de Parkinson sont autant 
d'exemples de maladies ayant un reel impact economi- 
que et presentant une composante neurodegenerative. 
Meme si la description des symptomes cliniques et 
Identification de quelques genes de susceptibilite ont 
permis de faire des pas significatifs dans la connaissan- 
ce de ces maladies, les bases moleculaires soutenant 
le developpement de ces maladies sont toujours tres 
obscures. L'elucidation des cascades de signalisation, 
deregulees dans ces etats pathologiques, conduira 
d'une maniere indubitable a la decouverte de cibles pro- 
pices a intervention diagnostique et therapeutique. La 
litterature souligne importance des alterations des pro- 
cessus d'epissage des ARN. 

L' Amyotrophie Spinale est Tune des maladies ge- 
netiques les plus frequentes. Deux genes SMN1 et 
SMN2 codent pour des proteines identiques, la per- 
te des deux alleles SMN1 et une alteration de I'epis- 
sage du gene SMN2 concourent au developpement 
de la maladie (Lorson et coll. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 1999, 96:6307-6311). 
Dans des biopsies de patients atteints de demence 
Alzheimer, il a ete detecte des alterations specifi- 
ques de I'epissage du gene de presinilline PS1 
(Isoe-Wada et coll. Eur. J. Neurol., 1999 : 163-167) 
Le transporter au glutamate est d'une importance 
majeure dans des maladies neurodegeneratives 



comme la Sclerose Amyotrophie Laterale ou I'epi- 
lepsie, par exemple. Des alterations de I'epissage 
de ce transporter en affectent la fonctionnalite 
(Meyer et coll . Neurosci. Lett, 1998. 241 : 68-70). 

[0053] De nombreux exemples d'inactivation d'activi- 
te anti-oncogene resultant d'epissages alternatifs des 
messagers correspondant sont aujourd'hui connus : 

Dans les carcinomes pulmonaires a petites cellu- 
les, le gene de la proteine p130 qui appartient a la 
famille RB (proteine du retinoblastome) est mute au 
niveau d'un site consensus d'epissage. La conse- 
quence de cette mutation est I'elimination de I'exon 
2 qui a pour resultat une absence de synthese de 
la proteine en raison de la presence d'un codon 
« stop » precoce. Cette observation a ete la premie- 
re a souligner importance des membres de la fa- 
mille RB dans la tumorigenese. 
Dans les cancers de la tete et du cou, I'un des me- 
canismes d'inactivation de p53 implique une muta- 
tion dans un site consensus d'epissage. 
Dans d'autres types de cancers du poumon, le gene 
de la proteine p16/INK4A, proteine qui est un inhi- 
biteur des kinases cyclines-dependantes CDK4 et 
CDK6 est mute au niveau d'un site donneur d'epis- 
sage. Le resultat de cette mutation est la production 
d'une proteine tronquee a demi-vie courte. Or la 
• proteine p16 s'associe normalement a CDK4 et 
CDK6, empechant leur association aux cyclines de 
type D et la phosphorylation en particulier de RB, 
ce qui a pour consequence ['accumulation des for- 
mes hyphosphorylees, actives, de RB. En I'absen- 
ce de p16, RB est inactivee par phosphorylation. II 
est a noter que le locus p16 est en fait particuliere- 
ment complexe et qu'outre I'expression de p16, il 
permet celle de p1 9 par epissage alternatif. La pro- 
teine p19 qui n'a aucun acide amine commun avec 
la proteine p16, peut s'associer au proto-oncogene 
MDM2 et bloquer le cycle cellulaire en presence de 
p53, exercant ainsi une fonction « suppresseur de 
tumeur ». 

- WT1, anti-oncogene qui code pour un represser 
transcriptionnel dont les alterations sont a 1'origine 
des tumeurs de Wilms, est transcrit en plusieurs 
ARN messagers engendres par epissages alterna- 
tifs. Dans les cancers du sein, les proportions rela- 
tives des differents variants sont modifiees par rap- 
port au tissu sain, fournissant des outils diagnostics 
et des pistes pour comprendre importance des dif- 
ferents domaines fonctionnels de WT1 dans la pro- 
gression tumorale. 

- Ce meme phenomene de modification des rapports 
entre differentes formes d'ARN messagers et d'iso- 
formes proteiques est retrouve pour la neurofibrine 
NF1 dans les neurofibromes. 

Cette notion de modulation des phenomenes 
d'epissage signant la progression tumorale est ega- 
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lement renforcee par I'exemple de HDM2. Cinq 
epissages alternatifs de HDM2 sont en effet detec- 
tes dans les carcinomes ovariens et pancreatiques 
et, fait particulierement interessant, leur expression 
augmente selon Je stade d'avancement tumoral. 
La LTBP, composant de la matrice extracellulaire de 
divers tissus intervenant dans la secretion et le 
stockage du TGF-p est aussi produite sous differen- 
tes isoformes. L'une d'elle, probablement moins 
sensible a la proteolyse, semble moduler Tactivite 
biologique du TGF-(3 et pourrait etre impliquee dans 
differents etats physiopathologiques hepatiques. 

[0054] Les reponses immunitaires cellulaires et hu- 
morales sont sous controle transcriptionnel. La littera- 
ture fournit des exemples nombreux d'isoformes natives 
produites par epissage alternatif impliquees dans ces 
reponses immunitaires. 

les recepteurs « eboueurs » des macrophages sont 
des glycoproteines membranaires essentiels aux 
reponses physiologiques et pathologiques de ces 
cellules sanguines et leurs fonctions sont regulees 
par des isoformes generees par epissage (Gough 
et coll. J.Lipid Res ; 1998 ; 39 :531-543.) 
L' activation des lymphocytes T requiert la presence 
fonctionnelle de plusieurs recepteurs et proteines 
regulatrices. Boriello et Coll. (J. Immunol. 1995; 
155 :5490-5497) ont rapporte la presence d'isofor- 
mes du co-facteur d'activation B7, a la suite d'epis- 
sage alternatif de ce gene, soulignant ainsi la gran- 
de plasticite de la reponse immunitaire apportee par 
ces variants d'epissage. 

[0055] Troster et al (J. Exp. Med. 180 (1994) 2059) 
rapporte par ailleurs r identification d'une forme d'epis- 
sage du gene La/SS-B, sans toutefois etablir sa corre- 
lation a une pathologie. 

[0056] Pour tenir compte de ces phenomenes et de 
cette complexity et isoler ainsi des signatures specifi- 
ques d'un etat pathologique et presentes dans les cel- 
lules sanguines, le procede de I'invention utilise avan- 
tageusement, comme marqueurs genetiques, des eve- 
nements d'epissages caracteristiques de situations de 
deregulation. 

[0057] Pour ce faire, la presente invention utilise par 
exemple des banques d'acides nucleiques qualitatives 
differentielles produites selon la methodologie 
« DATAS » decrite dans la demande de brevet interna- 
tionale non publiee n° PCT/FR 99/00547. En particulier, 
de telles banques peuvent etre pr6parees par hybrida- 
tion entre la population d'acides nucleiques derivee des 
cellules isolees de la circulation sanguine a partir de la 
situation pathologique et la population d'addes nuclei- 
ques derivee des cellules circuiantes de la situation de 
controle, et isolement, a partir des hybrides formes, des 
acides nucleiques correspondant a des epissages dif- 
ferentiels. 



[0058] Dans cette approche, I'hybridation est prefe- 
rentiellement realisee en phase liquide. En outre, elle 
peut etre effectuee dans tout dispositif approprie, tel que 
par exemple des tubes (Eppendorf, par exemple), des 
5 plaques, ou tout autre support adapte et couramment 
utilise en Biologie Moleculaire. L'hybridation est avan- 
tageusement realisee dans des volumes compris entre 
10 et 1000 uJ, par exemple entre 10 et 500 II est en- 
tendu que le dispositif utilise et les volumes utilises peu- 
10 vent etre aisement adaptes par I'homme du metier. Les 
quantites d'acides nucleiques utilisees pour I'hybrida- 
tion sont egalement connues de I'homme du metier. En 
general, il est suffisant d'utiliser des microgrammes 
d'acides nucleiques, par exemple del'ordrede 0,1 a 100 
15 iig. Par ailleurs, il est possible d'utiliser les acides nu- 
cleiques dans un rapport driver/tester variant de 50 a 
0,02 environ, de preference de 40 a 0,1. De maniere 
plus particulierement avantageuse, on prefere que ce 
rapport soit proche ou superieur a 1, avantageusement 
20 entre 1 environ et 1 0 environ. II est bien entendu que ce 
rapport peut etre adapte par I'homme du metier selon 
les conditions du procede (quantites d'acides nuclei- 
ques disponibles, situations physiologiques, but pour- 
suivi, etc.). Les autres parametres de l'hybridation 
25 (temps, temperature, force ionique) sont egalement 
adaptables parThomme du metier. De maniere generale 
apres denaturation des "tester" et "driver" (par chauffa- 
ge par exemple), l'hybridation est realisee pendant en- 
viron 2 a 24 heures, a une temperature de 37°C environ 
30 (eventuellement soumise a des sauts de temperature), 
et dans des conditions standard de force ionique (pou- 
vant varier de 0, 1 a 5M NaCI par exemple). II est connu 
que la force ionique est un des facteurs determinant la 
stringence d'une hybridation, notamment dans le cas 
35 d'hybridation sur support solide. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier de I'inven- 
tion, l'hybridation est realisee en emulsion phenolique, 
par exemple selon la technique PERT ("Phenol Emul- 
sion DNA Reassociation Technique) decrite par Kohne 
40 D.E. et al. (Biochemistry, Vol. 16, N° 24, pp 5329-5341, 
1977). Avantageusement, l'hybridation est realisee en 
emulsion phenolique maintenue par thermocycles 
(sauts de temperature de 37°C environ a 60/65°C envi- 
ron) et non par agitation, selon la technique decrite par 
45 Miller et Riblet (NAR 23 (1 995) 2339). 

[0059] Toute autre technique d'hybridation en phase 
liquide, de preference en emulsion, peut etre utilisee 
dans le cadre de la presente invention. Par ailleurs, l'hy- 
bridation peut egalement se faire avec Tun des parte- 
50 naires immobilise sur un support. Avantageusement, 
c'est le driver qui est immobilise. Cela peut etre realise 
notamment grace a des amorces biotinylees ou par tou- 
te autre technique d'immobilisation connue de I'homme 
du metier. 

55 [0060] A partir des populations d'acides nucleiques 
generees par hybridation, les marqueurs genetiques de 
I'invention (les clones caracteristiques des alterations 
genomiques qualitatives) peuvent etre identifies par 
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toute technique connue de I'homme du metier. Dans le 
cas des heteroduplex ARN/ADN, ces regions se pre- 
sented essentiellement sous forme de regions d'ARN 
non-appariees (boucles d'ARN), et peuvent etre identi- 
fies et donees par separation des heteroduplex et des 
acides nucleiques simple-brin (exces d'acide nucleique 
n'ayant pas reagi), digestion selective des ARN double- 
brins (domaines engages dans les heteroduplex), puis 
separation des ARN simple-brin resultant et des ADN 
simple-brins. Dans le cas des heterotriplex, ces regions 
d'epissages differentiels se presentent essentiellement 
sous forme de regions d'ADN double-brin et peuvent 
etre identifies et donees par traitement en presence 
d'enzymes appropriees telles qu'une enzyme permet- 
tant de digerer les ARN, puis une enzyme permettant 
de digerer les ADN simple-brin. Les acides nucleiques 
ainsi obtenus sont directement sous forme d'ADN dou- 
ble-brin et peut etre clones dans tout vecteur approprie. 
[0061] II est entendu que d'autres variantes et condi- 
tions precises pour I'isolement des acides nucleiques, 
les hybridations et I'obtention des clones qualitatifs sont 
indiquees dans la demande n° PCT/FR99/00547 non 
encore publiee. 

[0062] Ces methodologies permettent de generer des 
clones et des banques d'acides nucleiques correspon- 
dant a des marqueurs genetiques qualitatifs qui permet- 
tent de distinguer les cellules sanguines d'une situation 
saine de celles d'une situation pathologique. Comme in- 
dique dans la section experimental, ces preparations 
d'acides nucleiques represented des marqueurs parti- 
culierement utiles pour diagnostiquer a partir d'un pre- 
levement sanguin des maladies neurodegeneratives et 
des cancers. 

Diversite des banques 

[0063] Les methodologies decrites ci avant permet- 
tent done de generer des ensembles de clones d'acides 
nucleiques caracteristiques des differences entre situa- 
tions saine et pathologique. Chaque technique de pre- 
paration genere de nombreux clones, constituant des 
banques. Ces banques peuvent etre mises en oeuvre 
telles quelles, deposees sur des supports ou modifies 
par addition ou suppression de clones, regroupement 
de differentes banques, ajout de clones temoins, etc. 
[0064] Les banques de Tinvention peuvent compren- 
dre par exemple de 10 a 50 000 clones, plus generale- 
ment de 10 a 10 000 clones, encore plus preferentielle- 
ment de 50 a 5000 clones. Les clones sont generale- 
ment deposes, de facon ordonnee, sur un ou plusieurs 
supports, de facon a faciliter I'analyse des resultats d'hy- 
bridation. Le support peut etre en verre, nylon, plasti- 
que, fibre, etc., de maniere generale tout support solide 
adapte a I'etalement d'acides nucleiques. Le depot des 
banques sur les supports peut etre realise par des tech- 
niques conventionnelles connues de I'homme du metier, 
qui sont decrites par exemples dans la demande inter- 
national PCT/FR99/00547. 



[0065] Les banques utilisees peuvent comprendre a 
la fois des clones d'acides nucleiques correspondant a 
des genes dont le niveau d'expression est modifie (mar- 
queurs genetiques quantitatifs) et des clones d'acides 
5 nucleiques dont une partie au moins de la sequence cor- 
respond a des exons ou a des introns episses de facon 
differentielle entre une situation saine et une situation 
pathologique (marqueurs genetiques qualitatifs). Ainsi, 
les marqueurs genetiques peuvent etre generes selon 
des approches differentes, puis melanges pour obtenir 
une reponse aussi predictive que possible. 
II est egalement possible de reunir au sein d'une meme 
banque, sur un meme support, des marqueurs de I'ex- 
pression genetique exprimes specifiquement dans les 
cellules presentes dans la circulation sanguine lors de 
pathologies differentes. L'hybridation d'une telle banque 
permet done un suivi du developpement de plusieurs 
pathologies a partir d'un meme prelevement sanguin. 
Un objet de la presente invention reside done egalement 
dans une preparation d'acides nucleiques comprenant 
des marqueurs genetiques qualitatifs et quantitatifs ca- 
racteristiques de deregulation(s) cellulaire(s) presentes 
dans les cellules de la circulation sanguine et sympto- 
matiques de pathologies. Un objet particulier reside 
dans une banque comprenant des marqueurs geneti- 
ques caracteristiques de differentes situations de dere- 
gulation. L'invention a aussi pour objet tout support so- 
lide sur lequel au moins deux banques d'acides nuclei- 
ques caracteristiques de deux situations de deregula- 
tion ont ete deposees. A cet egard, l'invention concerne 
encore un procede de preparation d'une puce a ADN 
utilisable pour le diagnostic de pathologies, comprenant 
le depot, sur un support solide, d'une ou plusieurs pre- 
parations d'acides nucleiques caracteristiques de situa- 
tion^) de deregulation. 

[0066] Par ailleurs, selon un mode prefere de mise en 
oeuvre, on utilise des banques d'acides nucleiques af- 
finees par selection des clones au fur et a mesure de 
I'utilisation, en fonction de leur implication effective dans 
differentes pathologies ou differents stades d'une meme 
pathologie. Les banques initiales peuvent en effet com- 
prendre par exemple Tensemble des clones caracteris- 
tiques des evenements genetiques d'une situation de 
deregulation consecutive a I'etablissement d'une patho- 
logie. Puis, la mise en oeuvre du procede de diagnostic 
de Tinvention permet d'observer que certains des clones 
hybrident avec des sondes issues de stades precis et 
intermediates du developpement de la pathologie. Ces 
clones peuvent done etre identifies comme revelateurs 
de stades precoces et peuvent fournir un outil diagnostic 
tres puissant capable d'anticiper tout autre critere d'exa- 
men clinique, tout autre outil diagnostic. 
[0067] De maniere plus specifique, la presente inven- 
tion decrit a present I'identification et la caracterisation 
de tels clones, utilisables comme marqueurs geneti- 
ques de la presence et de revolution de pathologies. 
[0068] L'une des applications majeures de I'identifica- 
tion et du clonage de ces marqueurs genetiques con- 
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cerne revaluation du potentiel hybridant des ARN ex- 
traits de cellules sanguines d'un individu donne. Cette 
evaluation peut s'effectuer en hybridant une sonde re- 
presentant les ARN messagers des cellules de cet indi- 
vidu avec une ou plusieurs banques de signatures ca- 
racteristiques de situation(s) patholgique(s), telles que 
decrites ci avant. Cette application est decrite plus en 
details dans ce qui suit. 

Methodes d'analyse et de diagnostic des signatures 
de pathologies 

[0069] (.'invention permet de determiner la presence 
de signatures specifiques de differents stades de patho- 
logies par hybridation d'un echantillon d'acides nuclei- 
ques de cellules presentes dans la circulation sanguine 
avec les marqueurs genetiques definis ci-dessus, le 
profil d'hybridation observe indiquant les deregulations 
physiopathologiques de I'organisme dont est issu 
Techantillon sanguin. Dans ce but, les marqueurs gene- 
tiques utilises sont preferentiellement regroupes sous 
forme de banques, afin de fournir une reponse aussi 
predictive que possible. L'un des avantages de la pre- 
sente invention reside egalement dans le nombre im- 
portant de marqueurs utilises, qui rend I'information ge- 
neree d'autant plus predictive. Le caractere predictif de 
I'information est en outre consolide par la nature des 
marqueurs utilises et prepares. 
[0070] Un objet particulier de invention reside dans 
une methode d'analyse du statut des cellules sangui- 
nes, comprenant au moins une etape d'hybridation en- 
tre a) un echantillon d'acides nucleiques de cellules san- 
guines et b) une banque d'acides nucleiques correspon- 
dant a des evenements genetiques caracteristiques de 
situation(s) de deregulation(s) de voie(s) de signalisa- 
tion cellulaire, le profil d'hybridation indiquant les dere- 
gulations physiopathologiques de I'organisme. 
[0071] D'autres aspects et avantages de la presente 
invention apparaitront a la lecture de la section experi- 
mental suivante, qui doit etre consideree comme illus- 
trative etnon limitative. 

SECTION EXPERIMENTALE 

Exemple de maladies neurodegeneratives : ALS 

[0072] Les modeles animaux donnent acces a des 
echantillons biologiques qui permettent d'analyser dif- 
ferentes etapes du developpement d'une pathologie et 
de comparer ces etapes a des temoins sains. 
La sclerose amyotrophique laterale (SAL/ALS) est une 
maladie neurodegenerative, associee a differents types 
d'inclusions tels les corps de Lewis et caracterisee par 
une apoptose des motoneurones spinaux et corticaux 
dont Tissue fatale est parfois associee a une demence 
frontale. Des formes sporadiques, sans aucune muta- 
tion decrite, coexistent avec des formes familiales 
(FALS) associees a des mutations dans le gene SOD1 



codant pour la superoxyde dismutase. Des souris trans- 
geniques qui expriment le gene humain SOD1 portant 
Tune des mutations qui prevaut dans les FALS (mutation 
G93A) sont disponibles aupres de Jackson Laboratory, 
5 sous condition de prise d'une licence d'utilisation aupres 
de la Northwestern University. L'apparition des symp- 
tdmes d'ALS lies a la mutation G93A dans SOD1 n'est 
pas la consequence d'une reduction de Tactivite supe- 
roxyde dismutase mais d'un gain de fonction qui aug- 
mente la capacite de I'enzyme a generer des radicaux 
libres. Ce modele reproduit en 120 jours Tissue fatale 
de la maladie avec des symptomes comparables a ceux 
de la maladie humaine. Ce modele permet d'avoir acces 
a des echantillons cerebraux, spinaux et du sang peri- 
pherique. 

Identification de formes d'epissage specifique du mode- 
le d'ALS : 

[0073] La societe ExonHit Therapeutics developpe 
une approche originale de criblage differentiel qualitatif 
basee sur la technologie DATAS (Differential Analysis 
of Transcripts Alternatively Spliced). Cette technologie 
fait Tobjet d'une demande de brevet en Europe et aux 
Etats-Unis. Les sequences identifiees par DATAS peu- 
vent deriver d'exons alternatifs ou de retention d'introns 
dans une des deux situations physiopathologiques 
comparees. Les donnees obtenues caracterisent done 
des modifications de Texpression de sequences d'ARN 
qui affectent des domaines fonctionnels de proteines. 
L'analyse qualitative differentielle est effectuee sur des 
echantillons d'animaux transgeniques et des controles 
syngeniques ages de 60 et 100 jours. 60 jours corres- 
pondent a un stade qui precede de peu les premiers 
symptomes, mais qui est deja caracterise au niveau ce- 
rebral par des changements dans la physiologie cellu- 
laire, dont notamment une alteration du metabolisme 
mitochondrial. A 100 jours, 50% des motoneurones cor- 
ticaux et spinaux sont morts et un processus actif 
d'apoptose neuronale est engage parallelement a une 
activation astrocytaire. 

L'analyse qualitative differentielle est done effectuee : 

a partir d'ARN extraits d'echantillons de cerveau et 
de moelle epiniere sans isolement prealable des 
neurones afin de prendre en compte un maximum 
d'evenements d'epissages alternatifs lies au deve- 
loppement de la pathologie. 
a partir de sang total peripherique ou de fractions 
cellulaires sanguines Les sequences identifiees par 
DATAS correspondent a des introns et/ou a des 
exons dont les expressions differentielles par epis- 
sage entre les situations pathologiques et la situa- 
tion saine sont validees par PCR. 
La comparaison de ces sequences avec les ban- 
ques de donnees permet de classifier les informa- 
tions obtenues et de proposer une selection raison- 
nee des deux sequences dont Tetude est a poursui- 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



10 



19 



EP 1 198 595 B1 



20 



vre. 

Caracterisation ulterieure des sequences obtenues : 

[0074] Les sequences validees par PCR peuvent etre 
recherchees dans des modeles complementaires impli- 
quant des processus de neurodegeneration. Ainsi des 
ARN provenant d'un modele d'ischemie cerebrale ou 
des ARN d'un modele animal de maladie a prions peu- 
vent etre utilement etudies afin de valider I'expression 
selective de marqueurs d'ALS ou plus generalement de 
marqueurs de maladies neurodegeneratives. 
[0075] L'expression des formes d'epissage identi- 
fies sera recherchee dans des echantillons humains 
representatifs de differentes pathologies a composan- 
tes neurodegeneratives : 

prelevements sanguins de patients atteints de ma- 
ladies neurodegeneratives comme la maladie 
d'Alzheimer, le Parkinson etc.. 

Exemple de cancer : cancer des voies aeriennes et 
digestives superieures. 

[0076] La transmission de transgenes a fait I'objet de 
nombreuses applications experimental dans le do- 
maine de la cancerologie experimentale. Ainsi utilise-t- 
on les alleles dominants de certains genes canceroge- 
nes pour obtenir des souris transgeniques, alors modele 
experimental pour I'etude du cancer. 
Les cancers constituent un groupe heterogene de ma- 
ladies caracterisees chacune par un ensemble comple- 
xe d'alterations genetiques ayant pour consequence 
une proliferation cellulaire anarchique et la dissemina- 
tion de metastases. Si I'identification des alterations ge- 
netiques qui provoquent I'apparition et la progression 
des cancers apparait aujourd'hui essentielle pour dia- 
gnostiquer et suivre revolution tumorale, c'est la pers- 
pective d'elaborer de nouveaux diagnostics plus preco- 
ces sur la base de cette connaissance qui rend compte 
de I'importance des enjeux de ces recherches pour In- 
dustrie pharmaceutique. Les genes dont les alterations 
peuvent conferer a une cellule des proprietes cancereu- 
ses, sont nombreux. lis jouent des roles essentiels non 
seulement au cours du developpement mais aussi tout 
au long de la vie cellulaire. lis interviennent ainsi pour 
assurer des fonctions aussi essentielles que la prolife- 
ration, la differenciation, la reparation de I'ADN ou la sur- 
vie cellulaire. Ceux dont les alterations conduisent a la 
production de proteines qui activent anormalement le 
cycle cellulaire sont appeles des oncogenes. On trouve 
par exemple dans cette categorie les genes cellulaires 
myc et ras. Les anti-oncogenes ont au contraire pour 
fonction normale de freiner le cycle cellulaire. L'inhibi- 
tion de leur activite met la cellule sous la seule depen- 
dance des genes a effet proliferates et favorise done 
la progression tumorale. On trouve dans cette categorie 
les genes RB (retinoblastome) et P53. A cote des on- 



cogenes et anti-oncogenes, les genes modulant la mort 
cellulaire programmee ou apoptose apparaissent com- 
me des acteurs importants de la cancerogenese. Assi- 
milable a un processus de differenciation cellulaire phy- 
5 siologique, la mort cellulaire programmee est controlee 
genetiquement. Le fait qu'une cellule ait perdu la capa- 
city d'enclencher cette differenciation terminale qui en 
permet ('elimination, la met en effet en situation de sur- 
vie anormale et peut favoriser ['emergence d'un clone 
10 cellulaire transforme. C'est ce que I'on observe dans les 
lymphomes folliculaires humains ou le gene bcl-2 se 
trouve sur exprime en raison de la translocation surve- 
nue entre les chromosomes 14 et 18. Cette subexpres- 
sion d'un gene a activite anti-apoptotique favorise la sur- 
fs vie anormalement longue de populations cellulaires au 
sein desquelles peuvent alors s'accumulerd 'autres mu- 
tations transformantes. La mort cellulaire programmee 
ou apoptose est aujourd'hui reconnue comme un me- 
canisme essentiel a I'elimination de cellules devenues 
20 indesirables qu'il s'agisse de cellules infectees par un 
virus comme de cellules ayant accumules des muta- 
tions les rendant non fonctionnelles ou anormalement 
proliferates. Le niveau de complexicite qui regit I'ho- 
meostasie cellulaire- resulte non seulement du nombre 
25 important des acteurs impliques mais aussi des roles 
varies que chacun d'eux peut alternativement jouer en 
fonction du type cellulaire ou des conditions. L'anti-on- 
cogene p53 ou le proto-oncogene cMyc peuvent par 
exemple jouer aussi un role important dans le controle 
30 de I'apoptose. Une telle complexite rend necessaire la 
mise en oeuvre d'approches assez globales pour ana- 
lyser des modulations d'expression d'ensembles de ge- 
nes et suffisamment specifiques pour, le plus rapide- 
ment possible identifier les alterations les plus pertinen- 
35 tes en regard du diagnostic, du suivi de la progression 
tumorale ou de I'identification de nouvelles cibles d'ac- 
tions therapeutiques. 

En utilisant differents systemes d'adressage (regions 
promotrices) il est possible d'obtenir d'une maniere pre- 
40 ferentielle l'expression du transgene dans un tissu par- 
ticulier. On peut ainsi disposer de modeles de tumeurs 
se developpant dans un environnement tissulaire spe- 
cifique. Ces differents modeles de tumeurs ciblees lais- 
sent entrevoir la possibility de detecter des signatures 
45 specifiques au niveau des cellules circulantes en fonc- 
tion de la localisation de la tumeur. 

Modele de tumeur ciblee sur le foie. 

so [0077] II existe chez la souris un modele d'hepatocar- 
cinome (HCC) lie a l'expression restreinte dans le foie 
des sequences precoces du virus SV40, codant pour 
les antigenes grand T et petit t (Dubois, N., Bennoun, 
M., Allemand, I., Molina, T., Grimber, G., Daudet-Mon- 
55 sac, M., Abelanet, R., and Briand, P. (1991) Time course 
development of differentiated hepatocarcinoma and 
lung metastasis in transgenic mice. J. Hepatol., 13, 
227-239). Le transgene est sous le contrdle du promo- 
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teurdu gene humain de I'antithrombine III ce qui entrai- 
ne une expression precoce et constante des antigenes 
viraux. De ce fait, la proliferation hepatocellular subit 
une perturbation en deux temps. L'indice de prolifera- 
tion des hepatocytes transgeniques est proportionnel- 5 
lement superieure a la normale pendant le developpe- 
ment hepatique (de la naissance a la 5 6me semaine), 
puis diminue sensiblement sans pour autant atteindre 
l'indice faible caracteristique de I'etat quiescent d'un foie 
normal. Ces souris transgeniques developpent de facon io 
systematique des HCC differencies conduisant a la mort 
de tous les animaux avant 7 mois. Malgre une deregu- 
lation precoce de la proliferation des hepatocytes, I'he- 
patomegalie n'apparait que tardivement. L'analyse des 
etapes preneoplasiques precedant ('apparition des 15 
HCC a permis de mettre en evidence un mecanisme 
compensateur par apoptose, maintenant une masse 
hepatique normale dans ce modele (Allemand et a/., 
1995). II est interessant de noter que cette apoptose 
s'arrete au moment meme ou le foie normal entre dans 20 
un etat quiescent. Au dela de ce point, il semble que 
I'homeostasie hepatique ne soit plus controlee. Une etu- 
de systematique de la sensibilite a I'apoptose a revele 
que les hepatocytes derives de ce modele transgenique 
avaient acquis un caractere resistant a la mort cellulaire 25 
dependante du systeme CD95/Fas (Rouquet N, Alle- 
mand I, Molina T, Bennoun M, Briand P and Joulin V. 
(1995) Fas-dependent apoptosis is impaired by SV40 
T-antigen in transgenic liver. Oncogene, 11, 1061-1067 
Rouquet N, Allemand I, Grimber G, Molina T, Briand P 30 
and Joulin V. (1 996) Protection of hepatocytes from Fas- 
mediated apoptosis by a non-transforming SV40 T-an- 
tigen mutant, cell Death & Diff., 3, 91-96) par un meca- 
nisme independant d'un epissage alternatif du recep- 
teur CD95/Fas. Cependant, seule une analyse globale 35 
des modifications d'epissage peut rendre compte d'une 
alteration de ce processus pour I'ensemble des parte- 
naires moleculaires intervenant dans la voie de signali- 
sation du recepteur CD95/Fas. 

Ce modele transgenique represente un outil ideal pour *o 
identifier 1 ) les modifications de I'expression genique 
accompagnant la transition preneoplasie vers neopla- 
sie, que ce soient des genes indispensables a la trans- 
formation (oncogenes) ou des genes s'opposant a la 
progression tumorale (genes apoptotiques) 2) des si- 45 
gnatures circulantes du developpement du cancer liees 
a I'echappement a partir de la tumeur de cellules tumo- 
rales 3) d'evenements d'alteration de I'expression geni- 
que dans les cellules du sang caracteristiques du deve- 
loppement du cancer. 50 

Identification des signatures specifiques 

[0078] L'approche differentielle qualitative est menee 
sur des ARN extraits de foie et de cellules du sang de 55 
souris normales et de souris developpant des hepato- 
carcinomes (HCC) lies a I'expression de I'antigene T de 
SV40 sous controle du promoteurde I'AntiThrombine III. 



Les animaux controles et les animaux exprimant le 
transgene sont choisis a differents ages permettant 
d'avoir acces aux stades tres pr6coces, prSneoplasi- 
ques et neoplasiques caract6rises notamment dans ce 
modele par une activation puis une inactivation de 
I'apoptose necessaire a I'homeostase hepatique. 

Utilisation des sequences identifiees 

[0079] Les modulations de I'expression de ces se- 
quences pourront etre ensuite recherchees dans des 
biopsies de tumeurs humaines afin d'en elargir le champ 
d'application, en therapie humaine et en diagnostic. 

Ces ADNc sont utilises pour suivre revolution tu- 
morale dans ce modele transgenique et dans une serie 
de modeles d'HCC murins produits par transgenese 
(Bennoun M, Grimber G, Couton D, Seye A, Molina T, 
Briand P and Joulin V. (1998) The amino-terminal region 
of SV40 large T antigen is sufficient to induce hepatic 
tumours in mice Oncogene, 17, sous presse). Ainsi en 
utilisant les ADNc specifiques detectes a differents sta- 
des tres precoces dans les cellules sanguines, avant 
Tapparition des tumeurs, on peut predire dans une po- 
pulation mixte de souris saines et de souris transgeni- 
ques, celles qui vont developper un cancer. 
Des sondes nucleotidiques ou des amorces de PCR de- 
rives de ces ADNc specifiques des tumeurs peuvent 
etre utilisees pour rechercher I'expression, dans des 
biopsies de tumeurs humaines, des formes d'epissage 
identifiees et/ ou les ARN dont la quantite est alteree 
dans ce modele. 

De meme, les sondes identifiees dans le sang des ani- 1 
maux a differents stades du developpement tumoral 
peuvent etre egalement utilises afin de detecter des 
signatures communes avec des prelevements de sang 
de patients atteints de cancers. 
Dans une strategie qui utilise des banques d'ADNc ob- 
tenues selon les procedes de I'invention decrits plus 
haut, une sonde totale preparee a partir de prelevement 
sanguins de patients atteints de cancer, peut egalement 
etre utilisee pour la recherche de signatures communes 
aux differentes banques issues de modeles murins a dif- 
ferents stades du developpement tumoral d'une part et 
a partie de biopsies de differents types tumoraux hu- 
mains d'autre part. Ces hybridations sont realisees se- 
lon les techniques connues de I'homme de metier (voir 
notamment les conditions d'hybridation decrites dans la 
demande PCT/FR99/00547). 

RECHERCHE DU DIAGNOSTIC PREDICTIF CHEZ 
L'HOMME 

[0080] La methodoiogie d§crite dans ce chapitre 
pourra etre mise en oeuvre indifferemment en utilisant 
les techniques d'analyse quantitative et qualitative de- 
crites ci-avant. L'invention privilege neanmoins I'utilisa- 
tion et la recherche de marqueurs lies aux alterations 
qualitatives de I'expression des genes en raison des 



12 



23 



EP1 198 595 B1 



24 



avantages decrits precedemment. 
[0081] L'invention decrit ['identification et la constitu- 
tion de banques de signatures caracteristiques de revo- 
lution d'une pathologie a partir de biopsies. Ainsi il est 
possible d'etablir des banques de sequences d'ADNc 
representatifs de revolution et de la localisation de ces 
pathologies. II est done possible de rechercher, a partir 
d'un echantillon sanguin, la presence de signatures 
ADNc identiques a celles presentes dans les banques. 
La presence de signatures communes souligne alors la 
presence d'acides nucleiques presentant les memes al- 
terations que celles presentes dans les biopsies des pa- 
thologies suspectees, tres vraisemblablement issues 
de cellules issues de tissus pathologiques. 
[0082] La mise en oeuvre de cette recherche est no- 
tamment basee sur la confection de sondes a partir de 
cellules sanguines et ('hybridation de ces sondes avec 
des filtres qui regroupent differents marqueurs specifi- 
ques de telle ou telle pathologie. 
[0083] L'invention decrit la possibility d'identifier des 
alterations de I'expression des genes a partir de cellules 
sanguines et ceci a partir de modeles experimentaux 
mimanttout ou partie d'une pathologie humaine (exem- 
ple modele de souris ALS ou modele de tumeur hepa- 
tique). 

L'utilisation de sondes nucleiques derivees de cellules 
sanguines de patients atteints ou non de la pathologie 
ciblee (maladie neurodegenerative, cancer etc..) per- 
met de rechercher I'existence de signatures communes 
avec les banques predictives experimental creees a 
partir des modeles pathologiques experimentaux. L'ap- 
parition de signatures communes constitue un diagnos- 
tic d'un risque de developpement d'une telle pathologie 
chez I'individu soumis au diagnostic. 
[0084] L'invention permet egalement de proceder de 
la maniere suivante : 

Des prelevements sanguins de patients atteints ou 
non d'une pathologie ciblee sont melanges afin de 
constituer un stock d'ARN representatif des etats 
pathologique et sain. 

Ces ARNs sont soumis a des analyses differentiel- 
les selon les techniques decrites dans l'invention et 
des banques d'ADNc caracteristiques des etats pa- 
thologiques et sains sont constitutes. 
Ces banques d'ADNc sont ensuite validees par hy- 
bridation a I'aide de sondes preparees a partir d 
'echantillons individuels de sang de patients ou de 
sujets sains. 

Les banques ainsi vaiidees sont ensuite analysees 
par I'utilisation de sondes preparees a partir de pre- 
levements de sang d'une large population de sujets 
consultant un medecin pour des examens de routi- 
ne. Ces banques constituent un outil diagnostic pro- 
pre a l'invention. Ainsi un patient effectuant une 
mammographie pour depistage d'un cancer du 
sein, peut §tre preleve d'un petit echantillon de 
sang. Une sonde nucleique preparee a partir d'un 



tel echantillon permet ensuite de rechercher tres 
precocement des signes probables de revolution 
d'un cancer meme en I'absence d'image a la radio- 
graphic. 

5 

[0085] L'invention peut etre utilisee sous forme de 
BioPuce. La BioPuce exploite les proprietes de la reac- 
tion d'hybridation par laquelle deux brins d'ADN dits 
com pie menta ires se lient I'un a I'autre d'une maniere 
10 tres specifique. L'invention peut etre utilisee en recher- 
chant specifiquement un ou plusieurs marqueurs ADN 
de la pathologie en utilisant une technique d'amplication 
de I'ADN a I'aide d'amorces oligonucleotidiques speci- 
fiques de I'ADN a rechercher. 

15 

Revendications 

1. Precede de detection in vitro de la presence d'une 
20 pathologie neurodegenerative ou d'une tumeur so- 
lide chez un sujet, comprenant (i) la preparation, a 
partir d'un echantillon de cellules sanguines du su- 
jet, d'acides nucleiques comprenant des ARN ou 
des ADNc derives de ceux-ci et (ii) I'hybridation des 
25 acides nucleiques prepares avec au moins une 
banque d'acides nucleiques comprenant des aci- 
des nucleiques specifiques de formes d'epissages 
de genes caracteristiques d'une cellule sanguine 
isolee d'un organisme presentant une pathologie 
30 neurodegenerative ou une tumeur solide, le profil 
d'hybridation indiquant la presence de cellules san- 
guines caracteristiques de la pathologie dans 
I'echantillon. 

35 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en 
ce que la banque comprend en outre des acides 
nucleiques specifiques de genes dont le niveau 
d'expression est modifie dans une cellule sanguine 
isolee d'un organisme presentant une pathologie 

^0 neurodegenerative ou une tumeur solide. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, ca- 
racterise en ce que la ou les banques sont depo- 
sees sur un support. 

45 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, ca- 
racterise en ce que les acides nucleiques prepa- 
res a partir de I'echantillon sont des ARN totaux ou 
messagers, eventuellement amplifies, ou des 

50 ADNc derives de ceux-ci. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en 
ce que les acides nucleiques sont marques. 

55 6. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les cellules 
sanguines sont des cellules nucleees. 
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7. Procede selon la revendication 6, caracterise en 
ce que les cellules sanguines nucleees compren- 
nent des lymphocytes, des macrophages, des mo- 
nocytes et/ou des cellules dendritiques. 

5 

8. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, pour la detection in vitro de la presence de la 
sclerose amyotrophique laterale (ALS) chez un su- 
jet. 

10 

9. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, pour la detection in vitro de la presence d'une 
tumeur solide selectionnee parmi les tumeurs du 
foie, poumon, tete et cou, melanome, vessie, sein 

et prostate chez un sujet. 15 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, pour la detection in vitro du stade 
devolution et/ou de la localisation d'une pathologie 
neurodegenerative, 20 

1 1 . Procede selon Tune quelconque des revendications 
1 a 9, pour la detection in vitro du stade devolution 
et/ou de la localisation d'une tumeur solide. 

25 

12. Procede de preparation d'une banque d'acides nu- 
cleiques caracteristiques d'un etat pathologique, 
caracterise en ce qu'il comprend (i) I'obtention 
d'une premiere preparation d'acides nucleiques a 
partir d'une cellule sanguine isolee d'un organisme 30 
presentant une pathologie neurodegenerative ou 
une tumeur solide, (ii) I'obtention d'une preparation 
d'acides nucleiques de reference a partir d'une cel- 
lule sanguine isolee d'un organisme ne presentant 
pas ladite pathologie, (iii) une etape d'hybridation 35 
entre ladite premiere preparation et la preparation 

de reference, et (iv) la recuperation, a partir des hy- 
brides formes, de clones d'acides nucleiques spe- 
cifiques de formes d'epissages de genes caracte- 
ristiques de la cellule sanguine provenant de I'orga- *o 
nisme en situation de pathologie. 

13. Procede de preparation d'une banque d'acides nu- 
cleiques caracteristiques du stade devolution d'une 
pathologie, caracterise en ce qu'il comprend (i) 45 
I'obtention d'une premiere preparation d'acides nu- 
cleiques a partir d'une cellule sanguine isolee d'un 
organisme presentant une pathologie neurodege- 
nerative ou une tumeur solide a un stade devolution 
determine, (ii) I'obtention d'une preparation d'aci- 50 
des nucleiques de reference a partir d'une cellule 
sanguine isolee d'un organisme presentant ladite 
pathologie a un stade devolution different, (iii) une 
etape d'hybridation entre ladite premiere prepara- 
tion et la preparation de reference, et (iv) la recupe- 55 
ration, a partir des hybrides formes, de clones d'aci- 
des nucleiques specifiques de formes d'epissages 

de genes caracteristiques de la cellule sanguine 



provenant de I'organisme au stade devolution de- 
termine de la pathologie. 

14. Procede selon Tune des revendications 12 ou 13, 
caracterise en ce que la banque est deposee sur 
un support. 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zum in vitro Nachweis des Vorliegens ei- 
ner neurodegenerativen Krankheit oder eines fe- 
sten Tumors bei einer Person, umfassend (i) Her- 
stellung von Nucleinsauren aus einer Probe an 
Blutzellen der Person, umfassend RNAs oder da- 
von abstammende cDNAs, und (ii) Hybridisierung 
der hergestellten Nucleinsauren mit wenigstens ei- 
ner Bank an Nucleinsauren, umfassend Nuclein- 
sauren, die fur Spleiftformen von charakteristi- 
schen Genen einer Blutzelle spezifisch sind, die 
aus einem eine neurodegenerative Krankheit oder 
einen festen Tumor aufweisenden Organismus iso- 
liert ist, wobei das Hybridisierungsmuster auf das 
Vorliegen von Blutzellen in der Probe hinweist, die 
fur die Krankheit charakteristisch sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Bank aufterdem Nucleinsauren 
umfasst, die fur Gene spezifisch sind, deren Ex- 
pressionsniveau in einer Blutzelle verandert ist, die 
aus einem eine neurodegenerative Krankheit oder 
einen festen Tumor aufweisenden Organismus iso- 
liert ist. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Bank oder die 
Banken auf einem Trager angeordnet sind. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet dass die aus einer Probe 
hergestellten Nucleinsauren Gesamt-RNAs oder 
mRNAs, moglicherweise amplifiziert, oder davon 
abstammende cDNAs sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Nucleinsauren markiert sind. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die Blutzel- 
len Zellkerne enthalten. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Zellkerne enthaltenden Blutzel- 
len Lymphocyten, Makrophagen, Monocyten und/ 
oder dendritische Zellen umfassen. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che zum in vitro Nachweis des Vorliegens der 
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amyotrophen Lateral sklerose (ALS) bei einer Per- 
son. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che zum in vitro Nachweis des Voriiegens eines fe- 
sten Tumors, ausgewahlt aus Tumoren der Leber, 
Lunge, des Schadels und Halses, Melanom, der 
Blase, Brust und Prostata bei einer Person. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che zum in vitro Nachweis des Entwicklungsstadi- 
ums und/oder der Lokalisierung einer neurodege- 
nerativen Krankheit. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9 zum 
in vitro Nachweis des Entwicklungsstadiums und/ 
oder der Lokalisierung eines festen Tumors. 

12. Verfahren zur Herstellung einer Bank an Nuclein- 
sSuren, die fur einen Krankheitszustand charakte- 
ristisch sind, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Verfahren umfasst (i) Gewinnung eines ersten Nu- 
cleinsaure-Praparates aus einer Blutzelle, die aus 
einem eine neurodegenerative Krankheit oder ei- 
nen festen Tumor aufweisenden Organismus iso- 
liert ist, (ii) Gewinnung eines Praparates aus Refe- 
renz-Nucleinsauren aus einer Blutzelle, die aus ei- 
nem besagte Krankheit nicht aufweisenden Orga- 
nismus isoliert ist, (iii) einen Hybridisierungsschritt 
mit besagtem ersten Praparat und dem Referenz- 
PrSparat, und (iv) und die Wiedergewinnung, aus 
den gebildeten Hybriden, der Nucleinsaure-Klone, 
die fur Spleiftformen von charakteristischen Genen 
der Blutzelle spezifisch sind, die vom Organismus 
in dem Krankheitszustand stammt. 

13. Verfahren zur Herstellung einer Bank an Nuclein- 
sauren, die fur das Entwicklungsstadium einer 
Krankheit charakteristisch sind, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Verfahren umfasst (i) Gewin- 
nung eines ersten NucleinsSure-PrSparates aus ei- 
ner Blutzelle, die aus einem eine neurodegenerati- 
ve Krankheit oder einen festen Tumor in einem be- 
stimmten Entwicklungsstadium aufweisenden Or- 
ganismus isoliert ist, (ii) Gewinnung eines Prapara- 
tes aus Referenz-Nucleinsauren aus einer Blutzel- 
le, die aus einem besagte Krankheit in einem ande- 
ren Entwicklungsstadium aufweisenden 
Organismus isoliert ist, (iii) einen Hybridisierungs- 
schritt mit besagtem ersten Praparat und dem Re- 
ferenz-Praparat, und (iv) und die Wiedergewin- 
nung, aus den gebildeten Hybriden, der Nuclein- 
sSure-Klone, die fur Spleiflformen von charakteri- 
stischen Genen der Blutzelle spezifisch sind, die 
vom Organismus in dem bestimmten Entwicklungs- 
stadium der Krankheit stammt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 12 oder 13, 



dadurch gekennzeichnet, dass die Bank auf ei- 
nem TrSger angeordnet ist. 



5 Claims 

1 . A process for the in vitro detection of the presence 
of a neurodegenerative disease or of a solid tumor 
in a subject, comprising (i) preparing, from a sample 

10 of blood cells from the subject, nucleic acids com- 
prising RNAs or cDNAs derived therefrom and (ii) 
hybridizing the nucleic acids so prepared with at 
least one nucleic acid library comprising nucleic ac- 
ids specific for splicing forms of genes characteristic 

15 of a blood cell isolated from an organism presenting 
a neurodegenerative disease or a solid tumor, the 
hybridization profile indicating the presence of 
blood cells characteristic of the pathology in the 
sample. 

20 

2. Process according to claim 1, wherein the library 
further comprises nucleic acids specific for genes 
whose level of expression is modified in a blood cell 
isolated from an organism presenting a neurode- 

25 generative disease or a solid tumor. 

3. Process according to any one of claims 1 or 2, 
wherein the library(ies) is(are) deposited on a sup- 
port. 

30 

4. Process according to any one of claims 1 to 3, 
wherein the nucleic acids prepared from the sample 
are total or messenger RNAs, optionally amplified, 
or cDNAs derived therefrom. 

35 

5. Process according to claim 4, wherein the nucleic 
acids are labelled. 

6. Process according to any one of the preceding 
to claims, wherein the blood cells are nucleated cells. 

7. Process according to claim 6, wherein the nucleat- 
ed blood cells comprise lymphocytes, macrophag- 
es, monocytes and/or dendritic cells. 

45 

8. Process according to any one of the preceding 
claims, for the in vitro detection of the presence of 
Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) in a subject. 

50 9. Process according to any one of the preceding 
claims, for the in vitro detection of the presence of 
a solid tumor selected from liver, lung, head-and- 
neck, melanoma, bladder, breast and prostate tu- 
mors in a subject. 

55 

10. Process according to any one of the preceding 
claims, for the in vitro detection of the stage of pro- 
gression and/or the site of a neurodegenerative dis- 



35 



40 



45 

8. 



50 



15 



29 



EP1 198 595 B1 



ease. 

11. Process according to any one of claims 1 to 9, for 
the in vitro detection of the stage of progression 
and/or the site of a solid tumor. s 

12. A process of preparation of a nucleic acid library 
characteristic of a pathological condition, wherein 
said process comprises (i) obtaining a first nucleic 
acid preparation from a blood cell isolated from an 10 
organism presenting a neurodegenerative disease 

or a solid tumor, (ii) obtaining a reference nucleic 
acid preparation from a blood cell isolated from an 
organism not presenting said pathology, (iii) a hy- 
bridization step between said first preparation and is 
said reference preparation, and (iv) recovering, 
from the hybrids formed, nucleic acid clones specif- 
ic for splicing forms of genes characteristic of the 
blood cell from the organism in pathological condi- 
tion. 20 

13. A process of preparation of a nucleic acid library 
characteristic of the stage of progression of a pa- 
thology, wherein said process comprises (i) obtain- 
ing a first nucleic acid preparation from a blood cell 25 
isolated from an organism presenting a neurode- 
generative disease or a solid tumor at a defined 
stage of progression, (ii) obtaining a reference nu- 
cleic acid preparation from a blood cell isolated from 

an organism presenting said pathology at a different 30 
stage of progression, (iii) a hybridization step be- 
tween said first preparation and said reference 
preparation, and (iv) recovering, from the hybrids 
formed, nucleic acid clones specific for splicing 
forms of genes characteristic of the blood cell from 35 
the organism at the defined stage of progression of 
the pathology. 

14. Process according to any one of claims 12 or 13, 
wherein the library is deposited on a support. *o 
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Description 

[0001] This invention relates to a cell potential meas- 
urement apparatus which is used in the field of electro- 
neurophysiology for measuring the potential change as- 
sociated with activities of nerve cells or nerve organs. 
[0002] Recently, medical investigations into nerve 
cells and the possibility of using nerve cells as electric 
elements have been actively pursued. When nerve cells 
are active, an action potential is generated. This action 
potential arises from a change in ion concentration in- 
side and outside the cell membrane which is accompa- 
nied by a change in ion permeability in nerve cells and 
thus from the change in cell membrane potential accom- 
panied thereby. Therefore, measuring this potential 
change accompanied by the ion concentration change 
(that is, the ion current) near the nerve cells with elec- 
trodes enables the detection of activities of nerve cells 
or nerve organs. 

[0003] In order to measure the above-mentioned po- 
tential arising from cell activities, it is possible, for ex- 
ample, to insert an electrode comprising glass into an 
area of cells to measure the extracellular potential. 
When the evoked potential due to stimulation is meas- 
ured, a metal electrode for stimulation is inserted togeth- 
er with a glass electrode for recording. However, meas- 
urement by the insertion of these electrodes has the 
possiblity of damaging the cells, and measurement over 
a long period of time is difficult to carry out. In addition, 
due to restrictions of space and the need for operating 
accuracy, multi-point simultaneous measurements are 
also difficult to carry out. 

[0004] Therefore, the present inventors developed a 
planar electrode comprising an insulation substrate and 
a multiplicity of microelectrodes, their conductive pat- 
terns being formed thereon with the use of a conductive 
material, and a cell culture could be placed on that sur- 
face (disclosed in Laid-open Japanese patent applica- 
tion Nos. (Tokkai Hei) 6-78889 and 6-296595). With this 
planar electrode, multi-point simultaneous measure- 
ments of potential change can be carried out without be- 
ing affected by restrictions of space at a plurality of 
points with a short electrode-to-electrode distance. Al- 
so, this electrode enables long-term measurement. 
[0005] An apparatus for cell potential measurement is 
described in BIOSENSORS & BIOELECTRONICS, vol. 
9, no. 1994, 1994, AMSTERDAM NL, pages 737-741, 
W. NISCH ET AL: 'A thin film microelectrode array for 
monitoring extracellular neuronal activity in vitro'. This 
apparatus uses a microelectrode array being provided 
on a glass substrate. By using this apparatus neuronal 
electrical activity can be recorded and analyzed. 
[0006] In EP-0 585 933 A2 a planar electrode has 
been described. This planar electrode enables multi- 
point simultaneous stimulation and measurement of 
nerve cells as well as signal transmission and observa- 
tion throughout many cells. 

[0007] However, a measurement apparatus which 



can efficiently use this kind of planar electrode, conduct 
measurements accurately and efficiently, and improve 
the measurement results has been strongly desired. 
Therefore, it is an object of this invention to provide a 

5 cell potential measurement apparatus which is capable 
of accomplishing these needs in the art. 
[0008] In order to accomplish these and other objects 
and advantages, a cell potential measurement appara- 
tus of this invention comprises the features of claim 1 . 

10 [0009] It is preferable that the cell potential measure- 
ment apparatus of this invention further comprises an 
optical observation means for observing the cells opti- 
cally. It is also preferable that the cell potential meas- 
urement apparatus of this invention further comprises a 

15 cell culturing means for maintaining an environment for 
culturing cells which are placed on the integrated cell 
holding instrument. This configuration enables meas- 
urement over a long period of time. 
[0010] Generally, the measurement conducted by 

20 means of the above-configured apparatus of this inven- 
tion is carried out, for example, in the following steps. 
Sample cells are placed in a cell holding part of an inte- 
grated cell holding instrument, and a plurality of micro- 
electrodes contact the cells. 

25 [001 1 ] An image of the cells is obtained by an optical 
observation means. A stimulation signal is applied be- 
tween a pair of electrodes selected optionally from the 
plurality of microelectrodes by a stimulation signal sup- 
ply means via an electric connection means. A change 

30 of the evoked potential over time which is obtained in 
each of the other electrodes is provided to a signal 
processing means via the electric connection means, 
which is then output, for example, to a display device 
etc. after going through the necessary signal process- 

35 ing. The measurement of the spontaneous potential 
which is not provided with a stimulation signal is carried 
out in a similar way. 

[0012] The above-mentioned electro-chemical meas- 
urement of cells must be conducted in a condition in 

40 which the cells are alive. Therefore, it is common to use 
cultured cells, and the cell holding part of the integrated 
cell holding instrument can be equipped with a culture 
medium. Since the integrated cell holding instrument is 
detachable from the measurement apparatus, each in- 

45 tegrated cell holding instrument can be placed inside an 
ordinary incubator for cell cultures and then taken out 
from the incubator and placed in the measurement ap- 
paratus. When a cell culturing means is further provided 
to maintain an environment for culturing the cells on the 

50 integrated cell holding instrument, long-term measure- 
ment is enabled. This cell culturing means comprises a 
temperature adjustment means for maintaining a con- 
stant temperature, a means for circulating a culture so- 
lution, and a means for supplying a mixed gas of air and 

55 carbon dioxide (e.g., C0 2 5%). 

[0013] It is preferable that the integrated cell holding 
instrument comprises a plurality of microelectrodes ar- 
ranged in a matrix form (latticed) on the surface of a 
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glass plate, conductive patterns for drawing these mi- 
croelectrodes, electric contact points which are con- 
nected to edge parts of these conductive patterns, and 
a coating of insulation covering the surface of these con- 
ductive patterns, and the cell holding part is disposed in 
an area including the plurality of microelectrodes. 
[0014] The use of a transparent glass plate as the 
substrate faciliates optical observations of the cells. 
Therefore, it is preferable that the conductive patterns 
or the insulation coating are also substantially transpar- 
ent or translucent. Furthermore, when the plurality of mi- 
croelectrodes is arranged in a matrix form, it is easier to 
specify positions of electrodes which are applied with 
stimulation signals or electrodes where voltage signals 
arising from cell acitivities are detected. For example, it 
is preferable to arrange 64 microelectrodes in 8 columns 
and 8 rows. In addition, the surface area of each elec- 
trode should be as great as possible for reducing sur- 
face resistance and enhancing detection sensitivity. 
However, taking restrictions etc. arising from the elec- 
trode-to-electrode distance and space resolution of 
measurement into consideration, it is preferable that 
each electrode has a surface area of from 4 x 10 2 u.m 2 
to 4 x 10 4 u.m 2 - 

[0015] According to the configuration of the invention, 
fixation of the glass plate and routing the microelec- 
trodes to the outside can be performed easily and ac- 
curately. Furthermore, it is preferable that the electric 
connection means not only fixes the holder, but also 
comprises a printed circuit board having an outside con- 
nection pattern which is connected to the contact of the 
holder via a connector. As a result, connection with out- 
side instruments, namely, with a stimulation signal sup- 
ply means and a signal processing means is facilitated. 
For the transmission of stimulation signals or detection 
signals with as little attenuation and distortion as possi- 
ble, the contact resistance of the electric contact point 
with the contact as well as the contact resistance of the 
contact with the connector are both preferably below 30 
m ohm. 

[0016] In addition, it is preferable that the optical ob- 
servation means comprises an optical microscope, and 
an image pick-up device and an image display device 
connected to the optical microscope. In other words, the 
image of the cells which is enlarged by a microscope is 
picked up by an image pick-up device (e.g., video cam- 
era) and then displayed in an image display device (e. 
g., a high-accuracy display), so that it is easier to con- 
duct the measurement while observing the cells and the 
electrode position. More preferably, when the optical ob- 
servation means is further comprised of an image stor- 
age device, it is possible to record measurement results. 
[001 7] Also, when a pulse signal generator is used as 
the stimulation signal supply means, various kinds of 
signal waveforms can be applied as stimulation signals 
to the cells. It is preferable that the signal processing 
means comprises a multi-channel amplifier which am- 
plifies a detection signal arising from cell activities and 



a multi-channel display device which displays an ampli- 
fied signal waveform in real-time, and that signal wave- 
forms (change of cell potential over time) obtained from 
a plurality of electrodes can be displayed simultaneous- 
5 ly. 

[0018] It is preferable that a computer is provided to 
output the stimulation signal via a D/A converter, and at 
the same time, to receive and process an output signal 
arising from electric physiological activities of the cells 
10 via an A/D converter. As a result, the stimulation signal 
can be determined as an optional waveform on the 
screen or a waveform of a detection signal can be dis- 
played on the screen. In addition to these operations, it 
is easier to display these signals after being processed 
15 jn various forms or to output them to a plotter or to store 
them. Furthermore, with the use of this computer, the 
optical observation means and the cell culturing means 
can be controlled. 

[0019] FIG. 1 is a perspective view showing an inte- 
grated cell holding instrument used for a cell potential 
measurement apparatus in one embodiment of this in- 
vention. 

[0020] FIG. 2 is an assembly diagram of an integrated 
cell holding instrument. 

[0021] FIG. 3 is a top view showing 64 microelec- 
trodes and conductive patterns disposed in the center 
of a planar electrode comprising an integrated cell hold- 
ing instrument. 

[0022] FIG. 4 is a model cross-sectional view of a pla- 
nar electrode. 

[0023] FIGS. 5 (A) and 5 (B) are a top view and a side 
cross-sectional view showing a state in which a planar 
electrode is fixed by being held between upper and low- 
er holders. 

[0024] FIG. 6 is a perspective view of the planar elec- 
trode and the upper and lower holders of FIGS. 5 (A) 
and 5 (B). 

[0025] FIG. 7 is a side view of a contact attached to 
an upper holder. 

[0026] FIG. 8 is an assembly diagram of an integrated 
cell holding instrument seen from an opposite direction 
of FIG. 2. 

[0027] FIG. 9 is a block diagram of a cell potential 
measurement apparatus in one embodiment of this in- 
vention. 

[0028] FIGS. 10 (A) and 10 (B) are graphs showing 
one comparative example of a voltage waveform arising 
from activities of cultured cells measured by means of 
an integrated cell holding instrument used in this inven- 
tion and a voltage waveform measured by means of a 
conventional general purpose glass electrode (elec- 
trode for measurement of extracellular potential). 
[0029] FIGS. 11 (A) to 11 (C) are diagrams showing 
measurement results of the spontaneous potential of 
cultured cells measured by using an apparatus of this 
invention. 

[0030] FIGS. 12 (A) to 12 (C) are diagrams showing 
measurement results of the evoked potential of cultured 
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cells measured by using an apparatus of this invention. 
[0031] This invention will now be described in detail 
by referring to the attached figures and the following ex- 
amples,. The examples are illustrative and should not 
be construed as limiting the invention in any way. 
[0032] First, an integrated cell holding instrument 
used for a cell potential measurement apparatus of this 
invention will be explained. The integrated cell holding 
instrument 1 , as shown as a perspective view in FIG. 1 
and as an assembly diagram in FIG. 2, comprises a pla- 
nar electrode 2, which is disposed with a plurality of mi- 
croelectrodes and their conductive patterns on the sur- 
face of a glass plate, half-split holders 3, 4 for fixing the 
planar electrode 2 by holding it from the top and bottom, 
and a printed circuit board 5 on which these holders are 
fixed. 

[0033] The planar electrode 2 is approximately the 
same as that disclosed in Laid-open Japanese patent 
application No. (Tokkai Hei) 6-78889 and others. The 
planar electrode 2 comprises, for example, a substrate 
made of a transparent plexiglass having a thickness of 
1.1 mm and a size of 50 x 50 mm, and in the center of 
this substrate, 64 microelectrodes 11 are formed in a 
matrix form of 8 x 8, and each microelectrode is con- 
nected to a conductive pattern 12 (cf. FIG. 3). Each of 
the electrodes 11 has a size of 50 x 50 u.m square (area 
25 x 10 2 uxn 2 ), and the center-to-center distance be- 
tween adjacent electrodes is 150ujn. Furthermore, each 
side of the substrate has 16 electric contact points 7 to- 
talling to 64 points (cf. FIG. 2). These electric contact 
points 7 are connected with the 64 microelectrodes 11 
disposed in the center of the substrate to correspond 1 
to 1 to the conductive patterns 12. The 16 electric con- 
tact points 7 on each side are arranged with a pitch of 
1 .27 mm. Next, a method of manufacturing this planar 
electrode 2 will be explained based on its cross-section- 
al view shown as FIG. 4. Each part in FIG. 4 is shown 
in an enlarged scale for convenience. 
[0034] ITO (indium tin oxide), for example, is applied 
to form a layer of 150 nm thickness on the surface of a 
glass plate 13, which is then formed into the conductive 
patterns 12 using a photoresist and etching. On top of 
this layer, a negative photosensitive polyimide is applied 
to form a layer of 1 .4u.m thickness, which is then formed 
into an insulation film 14 in a similar manner. The ITO 
layer is exposed at the microelectrodes, and at the elec- 
tric contact points, and nickel 1 5 of 500 nm thickness 
and gold 16 of 50 nm thickness, are coated on these 
parts. A cylindrical polystyrene frame 6 (cf. FIG. 2) with 
an inner diameter of 22 mm, an outer diameter of 26 
mm, and a height of 8 mm is adhered (via a conductive 
pattern 8 and an insulation film 9) on the glass plate 13 
using a silicone adhesive. This cylindrical polystyrene 
frame 6 is fixed with its center matching the center of 
the glass plate 13, that is, the central part of the 64 mi- 
croelectrodes, and the inside of the polystyrene frame 
6 becomes a cell holding part. The inside of this poly- 
styrene frame 6 is filled with a solution comprising 1 wt. 



% of chloroplatinic acid, 0.01 wt.% of lead acetate, and 
0.0025 wt.% of hydrochloric acid. An electric current of 
20 mA/cm 2 is generated for 1 minute to deposit platinum 
black 11a on the surface of the gold plating of the mi- 

5 croelectrodes. 

[0035] Next, the half-split holders 3, 4 for fixing the 
planar electrode 2 by holding from the top and bottom 
will be explained. The holders 3, 4 made, for example, 
of resin are provided with a stage part for holding a frame 

10 part of the planar electrode 2 and with a rectangular 
opening in the central part, as shown in FIG. 2. The up- 
per holder 3 is equipped with a pair of fixtures 8 and 16 
x 4 pairs of contacts 9. 

[0036] A top view of the holders 3, 4 which hold and 
is fix the planar electrode 2 is shown in FIG. 5 (A), and its 
side view (B-B cross-sectional view) is shown in FIG. 5 
(B), and its perspective view seen from a bottom side is 
shown in FIG. 6. As clearly shown in these figures, the 
fixture 8 is pivoted on two opposing sides of the upper 
holder 3 by an axis pin 8a. Furthermore, a groove 4a is 
formed on two opposing sides of the lower holder 4 in 
the bottom face. By fitting a convex part 8b of the fixture 
8 into the groove 4a, the upper and the lower holders 3, 
4 are firmly fixed with the planar electrode 2 held in be- 
tween. 

[0037] The 64 contacts 9, which are disposed in the 
upper holder 3 to correspond to the electric contact 
points 7 of the planar electrode 2, are formed by 
processing an elastic, conducting metal plate such as a 
plate comprising BeCu coated with Ni and Au, and the 
contact 9 has a shape shown in FIG. 7. In other words, 
the contact 9 is comprised of a pin part 9a, and its base 
part 9b, and a movable contact part 9d extending from 
the base part 9b via a curved part 9c. According to this 
structure, the movable contact part 9d is capable of elas- 
tic displacement against the base part 9b. The upper 
holder 3 has 64 (16 x 4) holes which are inserted with 
the pin parts 9a of the contacts 9, and the same number 
of grooves are also formed which fit the base parts 9b. 
[0038] As shown in FIG. 2 and FIG. 5 (B), the pin part 
9a protrudes from the upper holder 3 at the point where 
the contact 9 is inserted into the above-mentioned hole 
and the groove and fixed. By alternately arranging the 
contacts 9 having two different lengths of the base part 
9b, 16 pin parts 9a protruding from the upper holder 3 
are lined in two staggered rows. This pin part 9a is con- 
nected to a connector which is mounted on a printed 
circuit board 5 used for connection with the outside. 
[0039] On the other hand, the movable contact part 
9d of the contact 9 protrudes from the bottom face of the 
upper holder 3 at the point where the contact 9 is insert- 
ed into the holder and the groove of the upper holder 3 
and fixed. This arrangement is shown in FIG. 8, which 
is an assembly diagram seen from the side opposite the 
assembly diagram of FIG. 2. In this state, the planar 
electrode 2 is fixed between the holders 3, 4, the mov- 
able contact part 9d of each contact 9 touches the elec- 
tric contact point 7 of the planar electrode 2, and a pre- 
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determined contact pressure is exerted on the contact 
part due to elastic deformation of the curved part 9c. In 
this way, the electric contact point 7, which is connected 
to the microelectrode 11 of the planar electrode 2 by way 
of the conductive pattern 12, is electrically connected 
with small contact resistance (less than 30 m ohm) to 
the contact 9. 

[0040] Next, the printed circuit board 5 will be ex- 
plained. This printed circuit board 5 serves not only for 
fixing the assembly of the planar electrode 2 and the 
holders 3, 4, but also for routing an electrical connection 
via a connector to the outside, starting from the micro- 
electrode 11 of the planar electrode 2 via the conductive 
pattern 12 via the electric contact point 7 to the contact 
9. Furthermore, this printed circuit board 5 facilitates 
handling procedures, for example, installation to the 
measurement apparatus. 

[0041] This printed circuit board 5 comprises a glass 
epoxy substrate disposed with double-faced patterns, 
and on the back face shown in FIG. 8, a connector 5a 
is disposed at four parts surrounding a circular opening 
formed in the center. By inserting the 16 pin parts 9a 
which are protruding in two staggered rows from the four 
surface parts of the upper holder 3 into each corre- 
sponding connector 5a, the assembly of the planar elec- 
trode 2 and the holders 3, 4 is fixed at the printed circuit 
board 5, and at the same time, they are connected elec- 
trically. 

[0042] At an edge part 5b on both sides of the printed 
circuit board 5, electric contact points are formed at 2.54 
mm pitch used for a double-faced connector edge, and 
these electric contact points and the connectors 5a in 
the central part are connected by conductive patterns 
5c. An inner row of the double-sided connector 5a is 
formed by a surface pattern, whereas an outer row is 
formed by a back side pattern, and each of the edge 
parts 5b is provided with 32 electric contact points 
formed for both sides together, totalling 64 electric con- 
tact points. For the purpose of assuring mechanical fix- 
ation, the upper holder 3 can be fixed to the printed cir- 
cuit board 5 using a vise. 

[0043] A preferable configuration of a cell potential 
measurement apparatus using the above-configured in- 
tegrated cell holding instrument 1 is shown in FIG. 9. 
The measurement apparatus of this embodiment com- 
prises the above-mentioned integrated cell holding in- 
strument 1, an optical observation means 20 including 
an inverted microscope 21 for optical observations of 
cells which are placed in this integrated cell holding in- 
strument 1 , a computer 30 including a means of provid- 
ing a stimulation signal to the cells and a means of 
processing an output signal from the cells, and a cell 
cuituring means 40 for maintaining a suitable culture 
medium for the cells. 

[0044] Besides the inverted microscope 21 (for exam- 
ple, "IMT-2-F" or M IX70" manufactured by OLYMPUS 
OPTICAL CO., LTD.) where the integrated cell holding 
instrument 1 is installed, the optical observation means 



20 also includes a SIT camera 22 used for a microscope 
(for example, "C2400-08 M manufactured by HAMAMAT- 
SU PHOTONICS K.K.), a high-accurate display 23, and 
an image filing device 24 (for example, "TQ-2600" or 

5 TTQ-SIOO" manufactured by MATSUSHITA ELEC- 
TRIC INDUSTRIAL CO., LTD.). A SIT camera is a gen- 
eral term used for cameras which apply a static induc- 
tion transistor to an image pickup tube, a SIT camera 
being a representative example of sensitive cameras. 

10 However, the high-accuracy display 23 can be used also 
as a display for the computer 30. The specific devices 
described above in parenthesis are illustrative exam- 
ples, and the invention is not limited to these devices 
only. This is also true for the examples shown in the fol- 

15 lowing. 

[0045] As for the computer 30, a personal computer 
(for example, compatible with WINDOWS) is used 
which is mounted with an A/D conversion board and 
software for measurement. The A/D conversion board 
20 includes an A/D converter 31 and a D/A converter 32 
shown in FIG. 9. The A/D converter 31 has 16 bits and 
64 channels, and the D/A converter 32 has 16 bits and 
8 channels. 

[0046] The measuring software includes software for 
25 determining conditions needed for providing a stimula- 
tion signal or recording conditions of an obtained detec- 
tion signal. With the use of this type of software, the com- 
puter 30 is not only capable of structuring the means of 
providing a stimulation signal to the cells and the means 
30 of processing the detection signal from the cells, but also 
is capable of controlling the optical observation means 
(the SIT camera and the image filing device) or the cell 
cuituring means. 

[0047] In the following, particularly useful specifica- 
35 tions forthe software for measurement will be explained. 
On a computer screen directed to parameter setting, it 
is possible to determine complicated stimulation condi- 
tions by drawing a stimulation waveform on the screen 
using a keyboard or a mouse. Furthermore, recording 
40 conditions are determined such that 64 input channels, 
a sampling rate of 10 kHz, and continuous recording 
over several hours are enabled. In addition, the elec- 
trode which provides a stimulation signal or the elec- 
trode which draws out a detection signal from the cells 
45 can be specified by pointing to a microscope image dis- 
played on the screen with a mouse or a pen. Besides, 
various conditions such as temperature or pH of the cell 
cuituring means 40 can be determined by using the key- 
board. 

so [0048] A recording screen displays a spontaneous ac- 
tion potential or an evoked potential detected from the 
cells in real-time at a maximum of 64 channels. Further- 
more, the recorded spontaneous action potential or the 
evoked potential can be displayed on top of a micro- 

55 scope image of cells. When the evoked potential is 
measured, the whole recording waveform is displayed. 
When the spontaneous action potential is measured, 
the recording waveform is displayed only when an oc- 
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currence of spontaneous action is detected by a spike 
detection function using a window discriminator or a 
waveform discriminator. When the recording waveform 
is displayed, measurement parameters (e.g., stimula- 
tion conditions, recording conditions, temperature, pH) 
at the time of recording are simultaneously displayed in 
real-time. There is also an alarm function provided in 
case when a temperature or pH goes beyond permis- 
sive limits. 

[0049] On a computer screen for data analysis, FFT 
analysis, coherence analysis, and correlation analysis 
can be conducted. In addition, this screen has other 
functions, such as a single spike separation function us- 
ing a waveform discriminator, a temporal profile display 
function, a topography display function, an electric cur- 
rent source density analysis function. Results of these 
analyses can be displayed on top of the microscope im- 
age stored in the image filing device. 
[0050] When a stimulation signal is output from the 
above-configured computer 30, this stimulation signal is 
forwarded by way of the D/A converter 32 and an isolator 
33 (for example, "BSI-2" manufactured by BAK ELEC- 
TRONICS CO., LTD.) to the cells. In other words, the 
stimulation signal is applied between two points select- 
ed from the 64 microelectrodes 11 in the integrated cell 
holding instrument 1. Then, an evoked potential arising 
between each of the microelectrodes 11 and a GND lev- 
el (potential of culture solution) is input to the computer 
30 via 64 channels of a sensitive amplifier 34 (for exam- 
ple, M AB-610J W manufactured by NIHON KODEN CO., 
LTD.) and the A/D converter 31 . The amplification factor 
of the amplifier 34 is 100 dB, and the frequency band is 
from 0 to 10 kHz. However, when an evoked potential 
by a stimulation signal is measured, the frequency band 
is determined to be from 100 Hz to 10 kHz using a low 
cut filter. 

[0051] Next, the cell culturing means 40 is provided 
with a temperature adjuster 41, a circulation means 42 
of culture solution and a means 43 for supplying a mixed 
gas of air and carbon dioxide. Actually, the cell culturing 
means 40 can be comprised of a product equivalent to 
a microincubator such as "PDMI-2" and a product equiv- 
alent to a temperature controller such as "TC-202" (both 
products manufactured by MEDICAL SYSTEMS CO., 
LTD.), and a C0 2 bomb, for example, is used. This mi- 
croincubator can control the temperature in the range of 
0 to 50°C by a Peltier element, and this microincubator 
is capable of handing a liquid delivery speed of below 
3.0 ml/min and an air supply speed of below 1 .0 l/min. 
Alternatively, a microincubator integrated with a temper- 
ature controller (for example, "IMT2-IBSV" manufac- 
tured by OLYMPUS OPTICAL CO., LTD.) may be used. 
[0052] A preferable embodiment of the cell potential 
measurement apparatus of this invention was explained 
above. However, the cell potential measurement appa- 
ratus of this invention is not limited to this embodiment 
only and can be implemented for example, in various 
other forms described in the following. 



[0053] Although a means for providing a stimulation 
signal to cells is comprised of a computer and a D/A con- 
verter in the above-mentioned embodiment, this means 
may be comprised of a general purpose or a special pur- 

5 pose pulse signal generator. Here, the stimulation signal 
is preferably determined as a bipolar constant voltage 
pulse comprising a pair of positive and negative pulses 
for eliminating artifacts, that is, for preventing DC com- 
ponents from flowing. In addition, it is preferable to con- 

10 vert it to a constant electric current pulse for preventing 
the electric current from flowing excessively. For exam- 
ple, the stimulation signal is preferably comprised of a 
positive pulse with a pulse width of 1 00 u sec, an interval 
of 100 sec, and a negative pulse of 100^ sec, and it 

15 is preferable that the peak electric current of the posi- 
tive-negative pulse is in the range of 30 to 200^ A. 
[0054] Furthermore, the installation of the cell cultur- 
ing means 40 in the measurement apparatus enables 
continuous measurement over a long period of time. Al- 

20 ternatively, it is also possible to configure the apparatus 
such that sample cells are placed in an integrated cell 
holding instrument and cultured inside an incubator 
which is provided separately from the measurement ap- 
paratus, and such that the integrated cell holding instru- 

25 ment is taken out only for a comparatively short-term 
measurement from the incubator to be installed in the 
measuring apparatus. In this case, the cell culturing 
means 40 is not necessarily provided in the measure- 
ment apparatus. 

30 [0055] By using the above-mentioned cell potential 
measurement apparatus, nerve cells or organs were ac- 
tually cultured on the integrated cell holding instrument 
and the potential change accompanied by activities of 
the nerve cells or nerve organs was measured. An ex- 

35 ample of this measurement will be explained hereafter. 
Cerebral cortex sections of rats were used as the nerve 
organs, which were cultured according to a method 
which will be described later on in an embodiment. 
[0056] It will be first referred to results of comparing a 

40 voltage waveform measured by means of an integrated 
cell holding instrument of this invention and a voltage 
waveform measured by means of a conventional gen- 
eral purpose glass electrode (electrode used for meas- 
urement of extracellular potential). Nerve organs which 

45 were cultured for 14 days were used as the sample. A 
stimulation signal was applied between two adjacent 
electrodes of a planar electrode comprising the integrat- 
ed cell holding instrument, and a waveform of evoked 
potential change overtime which was induced at 8 elec- 

50 trodes close to the two electrodes was measured. For 
the purpose of comparison, glass electrodes were se- 
quentially transferred to the vicinity of the above-men- 
tioned eight electrodes by using a three-dimensional mi- 
cromanipulator, and the same voltage waveform was 

55 measured. 

[0057] As a result of comparing the voltage waveform 
measured by using a planar electrode (integrated cell 
holding instrument) and the waveform measured by us- 
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ing the glass electrode at eight parts, it was clear that 
both waveforms were very similar at all the parts. Rep- 
resentative examples of these waveforms are shown in 
FIG. 10 (A) and FIG. 10 (B). FIG. 10 (A) shows a wave- 
form measured by a planar electrode, and FIG. 10 (B) 
shows a waveform measured by a glass electrode. 
When both waveforms are compared, it is clear that 
there is a slight difference in frequency characteristics. 
Compared with the measurement using a planar elec- 
trode, the measurement using a glass electrode shows 
a small damage sustained to the follow-up property up- 
on a rapid potential change. This is considered to result 
from a capacitance difference between a glass elec- 
trode and a planar electrode. 

[0058] Next, an experiment was conducted to exam- 
ine the relationship between progressive days of nerve 
organs cultured on an integrated cell holding instrument 
and the potential distribution arising from cell activities. 
Prior to culturing the cells, the surface of a planar elec- 
trode was covered with collagen gel for the purpose of 
enhancing the adhesive property of each electrode in 
the planar electrode to the cells. In other words, collagen 
gel with a thickness of less than 50\im was formed on 
the surface of each electrode coated with platinum black 
and also on the surface of an insulation coating in the 
vicinity thereof as mentioned above. Then, on top of the 
collagen gel, and also where a microelectrode was 
present, a section of cerebral cortex of rats (thickness 
of less than 500p, m) was placed and cultured. Meas- 
urement results of the spontaneous potential are shown 
in FIGS. 11 (A) to 11 (C), and measurement results of 
the evoked potential at the time when a stimulation sig- 
nal is provided are shown in FIG. 12. 
[0059] FIG. 11 (A) shows a microscopic image of the 
sample cells and the microelectrodes, and waveforms 
of the spontaneous potential measured at seven elec- 
trode parts indicated as 1 to 7 on this image are shown 
in FIG. 11 (B)and FIG. 11 (C). FIG. 11 (B) is a waveform 
measured on the sixth day after culture, and FIG. 1 1 (C) 
is a waveform measured on the tenth day after culture. 
The scale of the microscopic image, time of the meas- 
urement waveforms, and the scale of the voltage are 
indicated in the figure. According to the measurement 
results, it is confirmed, for example, that on the sixth day 
after culture, the spontaneous activities of the cells 
measured at each electrode are weak, and synchronic 
properties of the electrodes to each other can be hardly 
observed, whereas on the tenth day afterculture, a large 
number of nerve cells become active simultaneously, in- 
dicating that the synchronic properties of the electrodes 
to each other increased. 

[0060] FIG. 12 (A) also shows a microscopic view of 
the sample cells and the microelectrodes. Image 
processing, which is included in the software for meas- 
urement in the above-mentioned computer, was applied 
to draw an outline of the cells and positions of each elec- 
trode from the microscopic image onto the screen. Fur- 
thermore, the voltage waveform measured at each elec- 



trode was displayed thereon, as shown in FIG. 12 (B) 
and FIG. 12 (C). FIG. 12 (B) shows a distribution of the 
evoked potential on the fifth day after culture, and FIG. 
12 (C) shows the same on the tenth day after culture. A 
5 pair of electrodes indicated on the upper right side with 
a + and - sign are electrodes applied with a stimulation 
signal. Right above a small square sign showing the po- 
sition of each electrode, a waveform measured by this 
electrode is displayed. In these waveforms, a part where 
10 a large vertical swing is observed on the left end is an 
artifact corresponding directly to the stimulation signal, 
and the potential change after the artifact indicates ac- 
tual cell activities. As a result of these measurements, 
it is confirmed, for example, that on the fifth day after 
15 culture, the cell activities are limited to a place which is 
comparatively close to the electrode positions applied 
with the stimulation signal, but on the tenth day after cul- 
ture, the cell activities can be observed in a wide range 
and their scale (amplitude) becomes larger. 
[0061] Next, examples of a suitable culture method for 
cerebral cortex slices will be explained. 

1) Culture medium 

[0062] The following additives were added to a culture 
medium in which Dulbecco modified Eagle's medium 
and HamF-12 medium were mixed in a volume ratio of 
1:1 (media manufactured by GIBCO CO., LTD. 
430-2500EB). 

* glucose, GIBCO CO., LTD. 820-5023IN, 2.85 mg/L 
(totalling to 6 mg/L together with glucose contained 
originally in the above-mentioned culture medium) 

* putrescine, SIGMA CO., LTD. P5780, 100^iM 

* progesterone, SIGMA CO., LTD. P8783, 20 nM 

* hydrocortisone, SIGMA CO., LTD. H0888, 20 nM 

* sodium selenite, WAKO CO., LTD. 198-0319, 20 nM 

* insulin, SIGMA CO.; LTD. I6634, 5 mg/L 

* transferrin, SIGMA CO., LTD. TI47, 100 mg/L 

* sodium bicarbonate, SIGMA CO., LTD. 2.438 g/L 

* addition of a suitable amount of IN HCI or IN NaOH 
to adjust to pH 7.4 

[0063] After the above-mentioned additives were 
added, filtration and sterilization were conducted, and 
the culture medium was perse rved at 4°C and ready to 
be used. This culture medium is hereinafter simply 
called "culture medium". 



[0064] For the convenience of culturing nerve cells or 
nerve organs on a planar electrode, a polystyrene cyl- 
inder having an inner diameter of 22 mm, an outer di- 
ameter of 26 mm, and a height of 8 mm was adhered in 
the following steps. 

(a) On the bottom face of a polystyrene cylinder (in- 
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ner diameter 22 mm, outer diameter 26 mm, height 
8 mm), a sufficient amount of a liquid silicon adhe- 
sive (DOW CORNING CO., LTD. 891 or SHIN-ET- 
SU CHEMICAL CO., LTD. KE-42RTV) was applied. 

(b) The center of a glass substrate in the planar 5 
electrode and the center of the polystyrene cylinder 
were carefully matched and then adhered in this 
state. 

(c) By leaving it in an environment in which dust 
hardly enters for 24 hours, the adhesive was solid- 10 
ified. 

(d) After dipping in 70 % ethanol for 5 minutes, ster- 
ilization was conducted by air-drying inside a clean 
bench, after which the structure is then ready for 
processing the electrode surface. 15 

3) Processing of the electrode surface 

[0065] In order to enhance cell adhesive property on 
the surface of a planar electrode, collagen gel was 20 
formed on the surface of the electrode by the following 
method. All of these operations were conducted in a 
sterilized atmosphere. 

(a) Solutions A, B, and C were prepared and iced. 25 

A. 0.3 vol.% diluted hydrochloric acid collagen 
solution (pH 3.0, NITTA GELATIN CO., LTD. 
Cellmatrix Type l-A) 

B. Solution comprising a mixture medium of 30 
Dulbecco modified Eagle's medium and HamF- 

12 medium mixed in a volume ratio of 1 : 1 (GIB- 
CO CO., LTD. 430-2500EB), which is not pro- 
vided with sodium bicarbonate and is made 
with a concentration 1 0 times higher than for an 35 
ordinary use, and then filtration and sterilization 
were conducted thereto. 

C. 2.2 g of sodium bicarbonate and 4.77 g of 
HEPES (manufactured by GIBCO CO., LTD. 
845-1344 IM) were dissolved in 100 mL of 0.05 40 
N sodium hydroxide solution, and filtration and 
sterilization were conducted thereto. 

(b) While cooling, the solutions A, B, and C were 
mixed at a volume ratio of 8:1 :1 . At this time, A and 45 
B were first mixed thoroughly and C was added af- 
terwards to be mixed. 

(c) In a well of a planar electrode which was cooled 
in advance to about 4°C, 1 mL of the mixed solution 

of (b) was injected little by little. After the entire elec- so 
trode surface was covered, the mixed solution was 
removed as much as possible with a glass Pasteur 
pipette. Through this operation, a coating of the 
mixed solution was formed on the electrode surface 
with a thickness of less than 50p.m. 55 

(d) By heating the planar electrode covered with the 
mixed solution coating at 37°C for 30 minutes, ge- 
latinization of the mixed solution took place, and a 



collagen gel matrix was formed. 

(e) 1 mL of sterilized water was added into the well 
of the planar electrode, and about 5 minutes there- 
after, the water was removed, thereby washing. 

(f) The operation of Step (e) was repeated two more 
times (a total of 3 times). 

(g) 1 mL of the culure medium (excluding insulin and 
transferrin) was injected little by little into the well of 
the planar electrode, and preserved inside, a C0 2 
incubator under the conditions of temperature 
37°C, relative humidity 97% and higher, C0 2 con- 
centration 5%, and air concentration 95%, which 
was then ready for use. 

4) Culture of nerve cells or nerve organs 

[0066] Generally speaking, culture forms can be di- 
vided into two types. That is, a dissociated cell culture 
of nerve cells and an organotypic slice culture of a nerve 
organ. Each form will be explained in the following. 

4-1) Dissociated culture of cerebral visual cortex nerve 
cells of rats 

[0067] The following operations were all performed in 
a sterilized atmosphere. 

(a) Brains of fetuses of SD rats at 16-18 days of 
pregnancy were removed and immersed in iced 
Hanks' Balanced Salt Solution (manufactured by 
GIBCO CO., LTD. 450-1250EB). 

(b) From the brains in the iced Hanks' Balanced Salt 
Solution, visual cortices were cut out and trans- 
ferred to minimum essential medium liquid (manu- 
factured by GIBCO CO., LTD. 410-1100EB). 

(c) In the minimum essential medium liquid, the vis- 
ual cortices were cut into as small pieces as possi- 
ble, 0.2 mm square at maximum. 

(d) The visual cortices cut into small pieces were 
placed in test tubes for centrifugal separation, and 
after washing with Hanks' Balanced Salt Solution 
free from calcium and magnesium three times, they 
were dispersed in a suitable volume of the same 
liquid. 

(e) In the test tubes for centrifugal separation of 
Step (d), Hanks' Balanced Salt Solution free from 
calcium and magnesium with trypsin dissolved at 
0.25 % was added to double the total volume. With 
gentle stirring, enzymatic processes were allowed 
to take place while the solution was constantly kept 
at 37 °C for 15 minutes. 

(f) To the culture medium shown in 1 ) (containing 
additives, hereinafter abbreviated as a culture me- 
dium), 10 vol.% of fetal calf serum was added, 
which is then placed in the test tubes for centrifugal 
separation subjected to Step (e) to further double 
the total volume. With a glass Pasteur pipette hav- 
ing a reduced diameter produced by fire-polishing 
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a thickness of 200 to 300jim to create a section, 
(e) The microscissors used for surgical operations 
of eyes was used further to adjust a size of the sec- 
tion to be about 1 x 1 mm. 

5 (f) The planar electrode prepared in the above-men- 
tioned "3) Processing of an electrode surface" was 
taken out from the C0 2 incubator, and the cerebral 
cortex section whose size was adjusted was sucked 
up with a pipette having a diameter of 2 mm and 

10 larger very gently not to damage the section, and 
then transferred into a culture well of the planar 
electrode. 

(g) With a Pasteur pipette with the tip end fire-pol- 
ished with a burner, the material was arranged on 

1 5 the electrode such that the layer structure of the cor- 
tex faces upward and is placed on the electrode, 
while being careful not to damage the cerebral cor- 
tex section. 

(h) After the cerebral cortex section was placed on 
20 the planar electrode, the amount of the culture me- 
dium was adjusted so that a base of the section 
touched the culture medium and the top face was 
exposed to outside air. 

(i) After adjusting the culture medium amount, the 
25 planar electrode was placed in a sterilized Petri 

dish, and about 5 ml of sterilized water at 37°C was 
injected little by little into the Petri dish to prevent 
the culture medium from drying, and again let stand 
in the C0 2 incubator. 
30 (j) Thereafter, the medium was replaced with a new 
one once every day while attending to the amount 
of culture medium. The culture medium amount was 
determined to be the same as in Step (h). 

35 

Claims 



the tip end with a burner, gently repeating pipetting 
(about 20 times at maximum), the cells were unrav- 
elled. 

(g) Centrifugation was carried out for 5 minutes at 
9806.65 m/sec 2 (that is, 1000 g). Upon completion 
of centrifugation, the supernatant was discarded 
and the precipitate was suspended in the culture 
medium containing 5 vol.% of fetal cow serum. 

(h) Step (g) was repeated two more times (a total 
of 3 times). 

(i) The precipitate finally obtained was suspended 
in the culture medium containing 5 vol.% fetal cow 
serum, and using an erythrocytometer, the cell con- 
centration in the suspension liquid was measured. 
After the measurement, using a similar culture me- 
dium, the cell concentration was adjusted to be 2 to 

4 x 10 6 cells/ml. 

(j) A planar electrode which was preserved in a C0 2 
incubator after subjected to the process of above 
steps 1-3) was taken out, the culture medium (free 
from insulin and tranferrin) inside the well was re- 
moved, and 500|xL of a culture medium containing 

5 % of fetal cow serum was newly injected little by 
little. Furthermore, 100ul of the cell suspension liq- 
uid with the cell concentration adjusted according 
to Step (i) was gently added and again let stand in 
the C0 2 incubator. 

(k) Three days after the performance of Step (j), one 
half the culture medium was replaced with a new 
one. For the replaced medium, the culture medium 
not containing fetal calf serum was used. By reduc- 
ing the concentration of fetal calf serum, growth of 
cells other than nerve cells (for example, glial cells) 
can be suppressed. 

(I) Thereafter, half of the medium was replaced in a 
similar manner every 1 to 2 days. 

4-2) Culture method of a cerebral cortex section of rats 

[0068] 

(a) Brains of SD rats 2 days old were removed and 
immersed in iced Hanks' Balanced Salt Solution 
containing 0.25 vol.% of D-glucose. 
■ (b) In the iced Hanks' Balanced Salt Solution con- 
taining 0.25 vol.% of D-glucose, cerebral meninges 
attached on the brain were removed using a sharp- 
edged pincette very carefully not to damage the cer- 
ebral cortex. 

(c) About 500u.m away from a callous body, a hem- 
isphere of the cerebral cortex without the cerebral 
meninges was cut from the occipital lobe side to the 
frontal lobe side along the callous body by means 
of microscissors used for surgical operations of 
eyes. 

(d) Subsequently, using the microscissors used for 
surgical operations of eyes, a cerebral cortex was 
cut out vertically to the cross-section of Step (c) with 



1. A cell potential measurement apparatus for meas- 
urement of electric physiological characteristics of 
40 cells, comprising: 



(A) an integrated cell holding instrument (1) 
provided with a plurality of microelectrodes (11 ) 
on a substrate plate (2), a cell holding part (6) 

45 for placing cells thereon, and an electric con- 

nection means (3, 4, 5) for providing an electric 
signal to said microelectrodes and for leading 
out an electric signal from said microelec- 
trodes; 

50 

(B) a stimulation signal supply means (30, 32, 
33) to be connected to the electric connection 
means of said integrated cell holding instru- 
ment (1) for providing electric stimulation to 

55 said cells; and 

(C) a signal processing means (30, 31, 34) to 
be connected to the electric connection means 



9 



17 



EP 0 689 051 B1 



18 



of said integrated cell holding Instrument for 
processing an output signal arising from elec- 
tric physiological activities of said cells, wherein 
said electric connection means includes a half- 
split holder (3, 4) which has a contact (9) touch- 
ing an electric contact point (7) due to elastic 
deformation and fixes said substrate plate (2) 
by holding the plate at the top and bottom of the 
plate. 

2. The cell potential measurement apparatus as in 
claim 1 , further comprising an optical observation 
means (20) for observing the cells optically. 

3. The apparatus as in claim 1 or 2, further comprising 
a cell culturing means (40) for maintaining an envi- 
ronment for culturing cells which are placed on said 
integrated cell holding instrument (1). 

4. The cell potential measurement apparatus as in 
claim 3, wherein the cell culturing means (40) com- 
prises a temperature adjustment means (41) for 
maintaining a constant temperature, a means (42) 
for circulating a culture solution, and a means (43) 
for supplying a mixed gas of air and carbon dioxide. 

5. The apparatus as in any one of claims 1 to 4, where- 
in said integrated cell holding instrument (1) com- 
prises a plurality of microelectrodes (11) arranged 
in a matrix form on the surface of a glass plate (13), 
conductive patterns (12) for drawing the microelec- 
trodes, electric contact points (7) which are con- 
nected to edge parts of these conductive patterns 
(12), and an insulation coating (14) covering the 
surface of said conductive patterns (12), said cell 
holding part (6) being disposed in an area including 
said plurality of microelectrodes (11 ). 

6. The apparatus as in any one of claims 1 to 5, where- 
in said plurality of microelectrodes (11) comprise 64 
electrodes arranged in 8 columns and 8 rows. 

7. The apparatus as in any one of claims 1 to 6, where- 
in said microelectrodes (11 ) each have an electrode 
area of 4 x10 2 pin 2 to 4 x10 4 ujti 2 . 

8. The cell potential measurement apparatus as in any 
one of claims 1 to 7, wherein said electric connec- 
tion means fixes said half-split holder (3, 4), and fur- 
ther comprises a printed circuit board (5) having an 
outside connection pattern which is connected to 
the contact of said holder via a connector. 

9. The apparatus as in any one of claims 1 to 8, where- 
in the contact resistance of said electric contact 
point (7) with said contact (9) and the contact resist- 
ance of said contact (9) with said connector (5) are 
both less than 30 m ohm. 



1 0. The apparatus as in any one of claims 1 to 9, where- 
in said optical observation means (20) comprises 
an optical microscope (22), and an image pick-up 
device and an image display device (23) connected 

5 to the optical microscope. 

11. The cell potential measurement apparatus as in 
claim 10, wherein said optical observation means 
further comprises an image storage device (24). 

10 

12. The apparatus as in any one of claims 1 to 11, 
wherein said stimulation signal supply means (30) 
comprises a pulse signal generator. 

15 13. The apparatus as in any one of claims 1 to 12, 
wherein said signal processing means (30) com- 
prises a multi-channel amplifier (34) which amplifies 
a detection signal arising from cell activities and a 
multi-channel display device which displays an am- 

20 plified signal waveform in real-time. 

14. The apparatus as in any one of claims 1 to 13, fur- 
ther comprising a computer (30) which outputs said 
stimulation signal via a D/A converter (32), and re- 
25 ceives and processes an output signal arising from 
electric physiological activities of said cells via an 
AID converter (31), said computer (30) controlling 
said optical observation means (20) and said cell 
culturing means (40). 



Patentanspruche 

1. Zellpotentialmefivorrichtung zur Messung elektro- 
physiologischer Kennwerte von Zellen mit: 

(A) einem integrierten Zellhalteinstrument (1), 
versehen mit mehreren Mikroelektroden (11) 
auf einer Substratplatte (2), einem Zellhalteteil 
(6) zum Plazieren von Zellen darauf und einer 
elektrischen Verbindungseinrichtung (3, 4, 5) 
zum Zufuhren eines elektrischen Signals zu 
den Mikroelektroden und zum Herausfuhren ei- 
nes elektrischen Signals von den Mikroelektro- 
den; 

(B) einer Stimulationssignal-Zufuhreinrichtung 
(30, 32, 33), die mit der elektrischen Verbin- 
dungseinrichtung des integrierten Zellhaltein- 
struments (1) zu verbinden ist, zum elektri- 
schen Stimulieren der Zellen; und 

(C) einer Signalverarbeitungseinrichtung (30, 
31, 34), die mit der elektrischen Verbindungs- 
einrichtung des integrierten Zellhalteinstru- 
ments zu verbinden ist, zum Verarbeiten eines 
Ausgangssignals als Ergebnis elektrophysiolo- 
gischer Aktivitaten der Zellen, wobei die elek- 
trische Verbindungseinrichtung einen geteilten 
Halter (3, 4) aufweist, der einen Kontakt (9) hat, 
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der einen elektrischen Kontaktpunkt (7) infolge 
von elastischer Verformung beruhrt, und die 
Substratplatte (2) durch Halten der Platte an 
der Plattenoberseite und -unterseite fixiert. 

2. Zellpotentialmefivorrichtung nach Anspruch 1, fer- 
ner mit einer optischen Beobachtungseinrichtung 
(20) zum optischen Beobachten der Zellen. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, ferner mit ei- 
ner Zellkultivierungseinrichtung (40) zum Aufrecht- 
erhalten einer Umgebung zum Kultivieren von Zel- 
len, die auf dem integrierten Zellhalteinstrument (1 ) 
plaziert sind. 

4. Zellpotentialmefcvorrichtung nach Anspruch 3, wo- 
bei die Zellkultivierungseinrichtung (40) aufweist: 
eine Temperatureinstelleinrichtung (41) zum Auf- 
rechterhalten einer konstanten Temperatur, eine 
Einrichtung (42) zum Zirkulierenlassen einer Kultur- 
losung und eine Einrichtung (43) zum Zufuhren ei- 
nes Mischgases aus Luft und Kohlendioxid. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, wo- 
bei das integrierte Zellhalteinstrument (1) aufweist: 
mehrere Mikroelektroden (11), die in Matrixform auf 
der Oberflache einer Glasplatte (13) angeordnet 
sind, Leitmuster (12) zum Herausfuhren der Mikro- 
elektroden, elektrische Kontaktpunkte (7), die mit 
Kantenteilen dieser Leitmuster (12) verbunden 
sind, und eine Isolierbeschichtung (14), die die 
OberflSche der Leitmuster (12) abdeckt, wobei das 
Zellhalteteil (6) in einem Bereich angeordnet ist, der 
die mehreren Mikroelektroden (11) aufweist. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, wo- 
bei die mehreren Mikroelektroden (11) 64 Mikro- 
elektroden aufweisen, die in 8 Spalten und 8 Reihen 
angeordnet sind. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, wo- 
bei die Mikroelektroden (11) jeweils eine Elektro- 
denflache von 4 x 10 2 ^m 2 bis 4 x 10 4 pirn 2 haben. 

8. Zel I potential mefi vorrichtung nach einem der An- 
spruche 1 bis 7, wobei die elektrische Verbindungs- 
einrichtung den geteilten Halter (3, 4) fixiert und fer- 
ner eine Leiterplatte (5) mit einem Aufcenverbin- 
dungsmuster aufweist, das mit dem Kontakt des 
Halters uber einen Verbinder verbunden ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, wo- 
bei der Kontaktwiderstand des elektrischen Kon- 
taktpunkts (7) mit dem Kontakt (9) und der Kontakt- 
widerstand des Kontakts (9) mit dem Verbinder (5) 
beide unter 30 mfl liege n. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, wo- 



bei die optische Beobachtungseinrichtung (20) auf- 
weist: ein optisches Mikroskop (22) sowie ein Bild- 
aufnahmegerat und ein Bildanzeigegerat (23), die 
mit dem optischen Mikroskop verbunden sind. 

5 

11. ZellpotentialmeRvorrichtung nach Anspruch 10, 
wobei die optische Beobachtungseinrichtung ferner 
ein Bildspeichergerat (24) aufweist. 

10 12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, wo- 
bei die Stimulationssignal-Zufuhreinrichtung (30) 
einen Impulssignalgenerator aufweist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
15 wobei die Signalverarbeitungseinrichtung (30) auf- 
weist: einen Mehrkanalverstarker (34), der ein De- 
tektionssignal als Ergebnis von Zellaktivitaten ver- 
starkt, und ein Mehrkanal-Anzeigegerat, das eine 
verstarkte Signalwellenform in Echtzeit anzeigt. 

20 

14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 13, fer- 
ner mit einem Rechner (30), der das Stimulations- 
signal uber einen D/A-Wandler (32) ausgibt sowie 
ein Ausgangssignal als Ergebnis elektrophysiologi- 

25 scher Aktivitaten der Zellen uber einen A/D-Wand- 
ler (31 ) empfangt und verarbeitet, wobei der Rech- 
ner (30) die optische Beobachtungseinrichtung (20) 
und die Zellkultivierungseinrichtung (40) steuert. 



Revendications 

1. Appareil de mesure du potentiel cellulaire destine a 
la mesure de caracteristiques physiologiques elec- 
35 triques de cellules, comprenant : 



(A) un instrument integre de maintien de cellu- 
les (1) muni d'une plurality de microelectrodes 
(1 1 ) sur une plaque de substrat (2), d'une partie 

to de maintien de cellules (6) destinee a placer 

des cellules sur celle-ci, et d'un moyen de con- 
nexion electrique (3, 4, 5) destine a fournir un 
signal electrique auxdites microelectrodes et a 
conduire a I'exterieur un signal electrique pro- 

45 venant desdites microelectrodes, 

(B) un moyen d'application de signal de stimu- 
lation (30, 32, 33) destine a etre relie au moyen 
de connexion electrique dudit instrument inte- 
gre de maintien de cellules ( 1 ), destine a fournir 

50 une stimulation electrique auxdites cellules, et 

(C) un moyen de traitement de signal (30, 31, 
34) devant etre relie au moyen de connexion 
electrique dudit instrument integre de maintien 
de cellules, destine a traiter un signal de sortie 

55 provenant d'activites physiologiques electri- 

ques desdites cellules, dans lequel ledit moyen 
de connexion electrique comprend un support 
separe en deux (3, 4) qui comprend un contact 
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(9) touchant un point de contact electrique (7) 
en raison d'une deformation elastique et qui 
fixe ladite plaque de substrat (2) en maintenant 
la plaque au niveau du haut et du bas de la pla- 
que. 5 

2. Appareil de mesure de potentiel cellulaire selon la 
revendication 1, comprenant en outre un moyen 
d'observation optique (20) destine a observer opti- 
quement les cellules. 10 

3. Appareil selon la revendication 1 ou 2, comprenant 
en outre un moyen de culture de cellules (40) des- 
tine a maintenir un environnement en vue de culti- 
ver les cellules qui sont placees sur ledit instrument is 
integre de maintien de cellules (1). 

4. Appareil de mesure de potentiel cellulaire selon la 
revendication 3, dans lequel le moyen de culture de 
cellules (40) comprend un moyen d'ajustement de 20 
temperature (41) destine a maintenir une tempera- 
ture constante, un moyen (42) destine a faire circu- 

ler une solution de culture et un moyen (43) destine 
a fournir un gaz mixte d'air et de dioxyde de carbo- 
ne. 25 

5. Appareil selon Tune quelconque des revendications 
1 a 4, dans lequel ledit instrument integre de main- 
tien de cellules (1) comprend une plurality de mi- 
croelectrodes (11) disposees suivant une forme de 30 
matrice sur la surface d'une plaque de verre (13), 
des motifs conducteurs (12) destines a dessiner les 
microelectrodes, des points de contact electriques 

(7) qui sont relies aux parties de bord de ces motifs 
conducteurs (12), etun revetementd'isolement(14) 35 
recouvrant la surface desdits motifs conducteurs 
(12), ladite partie de maintien de cellules (6) etant 
disposee dans une zone comprenant ladite pluralite 
de microelectrodes (11). 

40 

6. Appareil selon Tune quelconque des revendications 
1 a 5, dans lequel ladite pluralite de microelectrodes 
(11 ) comprend 64 electrodes disposees en 8 colon- 
nes et 8 rangees. 

45 

7. Appareil selon Tune quelconque des revendications 
1 a 6, dans lequel lesdites microelectrodes (11) pre- 
sented chacune une surface d'electrode de 4 x 1 0 2 
Hm 2 a4 x 10 4 urn 2 . 

50 

8. Appareil de mesure de potentiel cellulaire selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 7, dans le- 
quel ledit moyen de connexion electrique fixe ledit 
support separe en deux (3, 4) et comprend en outre 
une carte a circuit imprime (5) comportant un motif 55 
de connexion exterieur qui est connecte au contact 
dud it support par I'intermediaire d'un connecteur. 



9. Appareil selon Tune quelconque des revendications 
1 a 8, dans lequel la resistance de contact dudit 
point de contact electrique (7) avec ledit contact (9) 
et la resistance de contact dudit contact (9) avec 
ledit connecteur (5) sont toutes les deux inferieures 
a 30 milliohms. 

10. Appareil selon Tune quelconque des revendications 
1 a 9, dans lequel ledit moyen d'observation optique 
(20) comprend un microscope optique (22), et un 
dispositif de saisie d'image ainsi qu'un dispositif 
d'affichage d'image (23) relies au microscope opti- 
que. 

11. Appareil de mesure de potentiel cellulaire selon la 
revendication 10, dans lequel ledit moyen d'obser- 
vation optique comprend en outre un dispositif de 
memorisation d'image (24). 

12. Appareil selon Tune quelconque des revendications 
1 a 11, dans lequel ledit moyen duplication de si- 
gnal de stimulation (30) comprend un generateur 
de signal d'impulsion. 

1 3. Appareil selon I'une quelconque des revendications 
1 a 12, dans lequel ledit moyen de traitement de 
signal (30) comprend un amplificateur a plusieurs 
canaux (34) qui amplifie un signal de detection pro- 
venant d'activites des cellules et un dispositif d'affi- 
chage a plusieurs canaux qui affiche une forme 
d'onde de signal amplifiee en temps reel. 

14. Appareil selon I'une quelconque des revendications 
1 a 13, comprenant en outre un ordinateur (30) qui 
fournit en sortie ledit signal de stimulation par I'in- 
termediaire d'un convertisseur numerique vers ana- 
logique (N/A) (32), et recoit et traite un signal de 
sortie provenant d'activites physiologiques electri- 
ques desdites cellules par I'intermediaire d'un con- 
vertisseur analogique vers numerique (A/N) (31), 
ledit ordinateur (30) commandant ledit moyen d'ob- 
servation optique (20) et ledit moyen de culture de 
cellules (40). 
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FIG. 2 
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FIG. 3 
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FIG. 5(B) 
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FIG. 6 



18 



EP 0 689 051 B1 




19 



EP 0 689 051 B1 



FIG. 8 
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